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第 1 章 序章 
1.1 本論文の医学的背景 
1.1.1 血球形態検査装置の必要性とその医学的背景 
人が健康であるかどうかを知るためには、医師による問診・診察に合わせて基本的検査
として血液学的検査を行う必要がある。臨床の現場では血球の数的・形態的情報から細胞
分類および血球の幼若性や異常性の検出が行われる。それらの情報は特に初期診療におけ
る感染症や炎症性疾患の診断、さらには白血病をはじめとする造血器腫瘍の的確な診断と
その後の治療および病態の観察には不可欠なものとなっている。顕微鏡による血球形態の
観察は、一般に血球分析装置において血球の数的異常や異常細胞が検出されたときに、確
定診断と適正治療を目的として細胞を正確に分類するために行われる。すなわち血球分析
装置で行うスクリーニング（ふるいわけ）検査としての血球計測から、より厳密な血球形
態検査へと、見逃しのない状態で誘導できることが望まれている。このため、すべての医
療施設において得られる分析結果の標準化の必要性も指摘されている。 
血液学的検査における血球形態の検査は、臨床的には血球の数的異常が見られたときに
行われ、例えば感染症や炎症性疾患が疑われる場合は特に診断的意義が高い。末梢血液中
の白血球は形態的に好中球、好酸球、好塩基球、単球、リンパ球の五種類に分類され、も
しも増加している白血球が好中球であれば細菌または真菌の感染、好酸球であればアレル
ギー性の疾患または寄生虫感染、単球であれば結核や亜急性心内膜炎などの慢性炎症性疾
患、リンパ球であればウイルス感染などを疑う。また、血球形態の検査では、健常人の末
梢血液には通常出現しない幼若細胞の出現や異常細胞の出現を検出することから、本細胞
の正確な検知は、確定診断と適正治療につながることになる。血球形態検査は人間ドック
などの健康診断時のスクリーニング検査としても広く実施され、自覚症状が全くない受診
者で発見された異常血球から白血病などの造血器腫瘍の的確な診断とその後の早期治療に
つながる例も多い。特に、疾患の進行の早い小児において重要である。他方近年、慢性骨
髄性白血病（ＣＭＬ）患者におけるメシル酸イマチニブによる治療が完全寛解につながる
例も出てきており、健康診断や病院初診時検査時の一次スクリーニング検査においても、
血液形態検査の重要性はますます増してきたが、以下に示すように血液学形態的検査の自
動化については、満足できる現状にはない。 
血液学的検査は、血球数をカウントする“血球算定”と塗抹・染色した血液細胞を判別
する“血球形態検査”に分けられ、従来はどちらも熟練技術者による顕微鏡観察により検
査が必要とされていた。血液学的検査の自動化においては、“血球算定”はもとより、血球
の持つ特徴的形態情報を解析できる多機能の自動血球分析装置が開発されつつある。“血球
算定”は、主にインピーダンス法による体積計測技術を搭載した装置が普及し、その方法
がゴールデンスタンダードとなっている。しかし、本方法では体積差のないものは判別で
きないので、血小板凝集・破砕赤血球・巨大血小板などの存在が干渉物資となっている。 
一方、“血球形態検査”は、細胞の色と形、特に核クロマチン構造の観察により判別が行
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われ、異常細胞の“見逃し”が許容できない。このように、高い異常細胞検出性能が必要
となるため、熟練した技術者によってのみ、妥当性のある判別を行うことができる。形態
検査の重要度から、それをすべての検体に対して行うことが望ましいが、全数検査では検
査コスト（人件費・消耗品）が高く、検査時間もかかってしまう。さらに、細胞観察は検
査技師の強力な観察集中力が必要な作業であり、長時間継続的に行うことは、疲労による
判定ミスなどに繋がりかねない。従って、検査室が採算性を維持しつつ検査の品質維持・
向上するためにも、血液形態検査の自動化が熱望されている。しかし、熟練技術者が行う
細胞識別技術の自動化は、現在のパターン認識技術による微細構造分析技術では、分析に
使用する細胞微細構造パラメータが定性的な部分が多くて、異常細胞の検知性能が不足し
ているため、容易には実施できない状況にある。また、解析する離散化したディジタル画
像データ量が巨大であるがゆえに、細胞識別性能品質を保ちながら保存や解析をすること
を十分に迅速に行うことができないため、細胞画像判別による検査の自動化は難しいとさ
れる。そのため、現在では検査数を絞り込むために、形態検査が必要かどうかを判別する
ための装置（スクリーニング装置）として、正常白血球分類機能付きの自動血球分析装置
が普及している。これには、インピーダンス法による裸核化白血球３分類（リンパ球・単
球・顆粒球）法とフローサイトメトリを用いた光学法（散乱光・吸光度・蛍光）による白
血球５分類（好中球・リンパ球・単球・好酸球・好塩基球）法の２つがある。しかし、裸
核化白血球で異常細胞を検出することは困難であり、色素液やモノクローナル抗体による
細胞標識した細胞をフローサイトメトリ法で検出する方法がそれに代わって普及している。
いずれにしても、異常細胞の検出能力は満足できる状態にはない。 
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1.1.2 血球生理 1) 2) 
 末梢血主成分は、赤血球・白血球・血小板・血漿である。主な生理機能および機能障害
は以下の通りとなる。 
・ 赤血球：酸素運搬であり、病的状態では貧血･多血症となる。 
・ 白血球：感染細菌・ウイルスの処理・免疫監視であり、病的状態では急性炎症・白血病となる。 
・ 血小板：血栓形成・血管損傷修復であり、病的状態では血小板減少症・血栓形成となる。 
・ 血漿：二酸化炭素と栄養分搬送であり、病的状態では低・高タンパク血症となる。 
・ 血漿中のフィブリノゲン：止血機能であり、病的状態では出血・血栓となる。 
白血球は、好中球、好酸球、好塩基球からなる顆粒球と、単球およびリンパ球からなり、
感染症などに対する生体防御に関与している。  
血球は分化・成熟の過程において、多くの細胞が相互に作用しあい、各細胞から分泌さ
れるサイトカインがその過程を促進する。現在では、末梢血管に存在する血液細胞（血球）
は、全能造血幹細胞から分化･成熟し末梢血に送り出されることがほぼ確実であると言える
ようになった。造血幹細胞が各種成熟血液細胞へと分化成熟するのにはサイトカインが不
可欠である。 
サイトカインは免疫応答・炎症反応、そして造血機能などの生態機能の発現を調節して
いる糖蛋白分子群の総称である。全能性造血幹細胞はインターロイキン(IL)-1, IL-3, IL-4, 
IL-6, および幹細胞因子（SCF：stem cell factor）の作用により、骨髄系多能幹細胞とリン
パ系多能幹細胞へと分化する。骨髄系多能幹細胞は IL-3 および顆粒球マクロファージコロ
ニー刺激因子（GM-CSF：granulocyte-macrophage colony-stimulating factor）により好
中球・単球系前駆細胞へと分化する。顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF：granulocyte 
colony-stimulating factor）は好中球、GM-CSF は好中球･単球、マクロファージコロニー
刺激因子（M-CSF：monocyte colony-stimulating factor）は単球、エリスロポエチンは赤
芽球、そしてトロンボポエチンは血小板の産生・分化･成熟を刺激することが判ってきた。 
免疫は、液性免疫と細胞性免疫に大別され、T 細胞（ヘルパーT・サプレッサーT・細胞
傷害性 T 細胞）、B 細胞、マクロファージが活性化され免疫応答できるようになった結果と
して理解できる。抗原処理細胞(APC)として単球・マクロファージが免疫関与する。免疫成
立への刺激補助と抑制を T 細胞が行い、抗体（Ig）産生に関与している B 細胞は液性免疫、
NK 細胞は異常細胞を傷害させ排除するのに役立つ。免疫事象には各細胞間の情報伝達に各
種サイトカインが関わっている。急性炎症（SIRS：systemic inflammatory response 
syndrome）では、TNF, IL-1､INF、IL-6 などの炎症性サイトカインが単球・マクロファー
ジ系の細胞を刺激し、好中球貪食殺菌能を亢進させ、肝臓での CRP 産生を亢進させる。 
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1.1.3 血球分析 
臨床医が患者の身体状況把握に用いる基本項目を全血算(CBC: Complete blood count)と
呼び、赤血球数(RBC:Red blood cell count）・ヘモグロビン濃度(Hb:Hemoglobin 
concentration)・ヘマトクリット値（Ht:Hematocrit）・平均赤血球容積(MCV: mean 
corpuscular volume)・平均赤血球ヘモグロビン量(MCH: mean corpuscular hemoglobin)・
平均赤血球ヘモグロビン濃度(MCHC: mean corpuscular haemoglobin concentration)・白血
球数(WBC:White blood cell count)・血小板数(Plt: Platelet count)の８項目が含まれる。
正常白血球５分類検査は造血器疾患、著しい白血球増加・減少、貧血や赤血球増加・減少
などが見られる場合には必須であり、原因不明の発熱や感染症が疑われる場合特に有用で
ある。例えば、急性の細菌や真菌感染による好中球の増加、結核や肝炎による単球の増加、
ウイルスによるリンパ球の増加などがある。分類により得られる結果は診断の補助として
役割が大きく、感染性疾患なのか？ 免疫性疾患なのか？を判断し、治療方針を決定する
ために重要である。また、好酸球の変化は、アレルギーや寄生虫による疾患の発見に有用
である。一方、初診時検査および健康診断などにおいては、自覚症状のない病気の早期発
見に有効である。早期発見は早期治療につながるため、早く見つけないと病気が進行して
しまう異常細胞の末梢血への出現の検知能力が重要である。 
これらの項目は自動血球分析装置により精密かつ正確に自動測定できる。自動分析の正
確性は国際基準法で保証されているが、臨床化学検査のような基準物質が血液検査では得
られないことからその正確性には限界がある。そのため、血液分析装置メーカ各社は計数
の正確性を保証するために各社が独自で作製した基準分析装置（キャリブレータ）を保有
し、管理･校正用標準血球により正確性を維持する方法をとる必要がある。特に白血球分類
項目では自動分析装置に標準的な計測法が存在しないため、各社は独自技術による分析方
式を組み込んでいる。それゆえ、機種別にデータの違いが生じる可能性がある。特にフロ
ー方式の自動白血球分類については困難な点が多く存在する。白血球分類に関わる自動白
血球分類の正確性保証のために、各社は米国 CLSI(Clinical and Laboratory Standards 
Institute)が定める NCCLS:H20-A 基準分析法（ギムザ標本を利用した顕微鏡的分析法）に
従って自社の分析装置５分類機能の正確性を保証する方式をとっている 
白血球分類の精査は顕微鏡観察により実施される。この分野は血液形態学と呼ばれる。
白血球は形態学的には好中球・好酸球・好塩基球は顆粒球と総称され、特有の固有顆粒が
存在し、単球は大型で微細な固有顆粒が出現する。リンパ球は小型円形であり、Ｔリンパ
球とＢリンパ球はギムザ染色標本や自動白血球分類装置では区別できない。重症貧血症で
時に出現するのが有核赤血球（正染性赤芽球）で、それは成熟リンパ球と形態的にやや類
似する。 
白血球分類参照法の正確度は、用手法による白血球分類に確立された H20-A 基準分析法
を用いても、参照法を施行する専門家（技師）の人数や熟練度・教育によってばらつく場
合がある。また、標本の染色法・染色性によっても分類結果は影響をうける。日常見慣れ
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た染色法による標本で染色性の良い場合には分類は容易になるが、検体の劣化や普段見慣
れていない染色法や塗抹標本作製法の違いにより分類が困難となることがある。図 1.1 に
示すように標本の観察部位に依存しても細胞の分布が異なることも参照法の結果に影響を
及ぼす可能性がある。塗抹標本作製法にはウェッジ法とスピナ－法がある。ウェッジ法で
塗抹標本を作成する場合、単球や好中球のような大型の細胞は塗抹標本の引き終わり（羽
状の部分）やスライドの側部に向かって押されることが示されている 3)。また、スピナ－法
で作製した標本上の血小板凝集が標本の中心には見られないが外側に行くほど出現し、こ
れが血栓性血小板減少症(TTP; Thrombotic Thrombocytopenia Purpura)での偽低値と関係
があることが示されている 4)。このことは、疾患によっては標本上の細胞分布が不均一にな
る可能性を示唆している。異常細胞形態検査の標準化は、これらを配慮した上で参照値を
決める必要がある。 
 
 
 
図 1.1 ウェッジ法とスピナ法での観察部位が白血球分類に与える影響 
NE%:好中球(Neutrophil)比率、LY%:リンパ球(Lymphocyte)比率、MO%:単球(Monocyte)比率、 
EO%:好酸球(Eosinophil)比率、BA%:好塩基球(Basophil)比率 
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1.2 従来の血球分析法と粒子計測法 
 本章は自動血球分析に利用されている細胞計測技術の基本である粒子計測技術および自
動血球分析の基本である電気抵抗法と光学分析法について概説する。 
 
1.2.1 電気抵抗法と光学分析法 
 顕微鏡による血球数算定を自動化した血球計数装置は、電気抵抗法を利用して目視法よ
りも１００倍程度多く血球をカウントして血球算定を行うことができるため、原理的に高
い再現性を得ることができる。直流を利用した電気抵抗法では、大きさを形態情報として
計測し個々の細胞体積の計測ができる。その計測結果を横軸に体積、縦軸に粒子カウント
数としてヒストグラム（粒度分布図）を作成すると、大きさ（体積）の分布図（ヒストグ
ラム）ができあがる。赤血球・血小板の分布図は初期の血球計数装置からおなじみのもの
である。赤血球計測では血小板・白血球と同時に赤血球の大きさを計測するため、血小板・
白血球計数の影響を受けないようにしなければならない。幸いなことに健常人の赤血球と
血小板の体積には図 1.2-A のように重なりがなく、赤血球と体積において重なりのある白
血球は赤血球と比較して数が少ないので、血小板・白血球の影響を受けることなく赤血球
計測ができる。しかし、図 1.2-B のように小型赤血球の存在により赤血球の分布が血小板
の分布に重なる場合や、図 1.2-C のように大血小板の存在により分布に重なりがある場合
には、血小板分布の上限と赤血球分布の下限を自動的に良い位置に移動させるような仕組
みが重要である。 
 
図 1.2 赤血球(RBC)／血小板(PLT) ヒストグラム 
                    ( A:Normal Sample, B: Microcytic RBC, C:Large Platelet) 
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初期の血球計数装置はこれらの閾値（スレッショルド）が固定であったため、赤血球数
や平均赤血球容積(MCV: Mean Corpuscular Volume)に計測誤差を生じる場合があったが、
現在ではこのような問題は改善されている。破砕赤血球や巨大血小板の存在の可能性があ
る場合には、分布が完全に重なってしまい大きさによる区別ができなくなる可能性がある
ため、CD41/61 などの血小板表面マーカによる精査が必要となる。電気抵抗法による赤血
球容積の計測は、赤血球のもつ変形能により浮遊液の浸透圧・pＨ、及び計測時の流体制御
などの影響を受ける。特に高張血球浮遊液を用いた場合には影響が大きかったが、現在各
社が提供している装置では、影響が最小限になるように改善されている。 
その後、「血球計数装置」は血球の形態分類の自動化を目的とした「血球分析装置」へと
発展した。白血球分類(有核細胞分類)を行うためには、大きさのみを形態情報とした電気抵
抗法による計測では一定の限界があるため、最近は電気抵抗法と比較してより多くの細胞
に関する情報が得られる光学分析法へと急速に移行しつつある。光学分析法では大きさ情
報を含めた複数の形態情報を同時計測し、この計測結果から散布図（スキャッタグラム）
を作成して２次元以上の分布解析を行うため、専門家による形態情報により近い判定結果
を得ることができる。電気抵抗法では溶血剤により赤血球除去と有核細胞の裸核化を行う
が、この状態で得られる形態情報はとても少ないので、光学分析法には向いていない。光
学分析法では、より多くの形態情報を得るために形態情報を維持しつつ特徴量を強調する
様々な前処理が行われる。どんな前処理を行うかは計測技術で重要な要素となる。 
光学分析法における細胞の大きさ計測は、前方散乱光強度（光断面積）を利用するため、
この情報から得られる大きさ情報は面積情報を反映する。つまり、長さの次元で考えると
２次元となり、電気抵抗法は体積情報なので３次元となる。従って、電気抵抗法は光学分
析法と比較して大きさの分離感度が原理的に良いことになる。また、光学分析法で赤血球
の大きさ計測をする場合には、細胞の方向依存性をなくすために赤血球を球状化する必要
がある。この場合には球状化した赤血球の大きさが計測されることになる。 
そして、電気抵抗法では得られない細胞内のヘモグロビン量を同時に計測することができ
る。このように、電気抵抗法と光学分析法はどちらの方法も計測技術として良い方法であ
るが、それぞれの計測技術には一長一短がある。各社の提供する血球分析装置は専門家に
よる形態情報と同等の判定結果を得るために、測定項目は同じでも検出原理は異なってい
るが、その基本原理は電気抵抗法と光学分析法による計測である。血球分析装置は電気抵
抗法と光学分析法のいずれか、または両方の計測技術を利用しているため、血液分析基本
技術として各計測項目の基本原理を把握することが重要である。 
自動血球分析装置の計測技術の理解を深めるには、「細胞を計測する技術」と、計測の前
処理としての「細胞を特徴づける技術」に分けて考えることが大切である。 
① 細胞を計測する技術 
(1) 細胞が通過した時の微細孔のインピーダンス変化から体積情報を計測する技術 
(2) 光を当てた細胞の散乱光から「径・屈折率・形状など」の情報を計測する技術 
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(3) 光を当てた細胞の吸光度を計測する技術 
(4) 光を当てた細胞の色情報を計測する技術 
② 細胞を特徴づける技術 
(1) 赤血球を溶解し、白血球をそのままの状態に残す技術 
(2) 特定細胞、あるいは、特定細胞以外を裸核化させる技術 
(3) 細胞を染色する技術 
(4) プローブを使って細胞に蛍光標識をつける技術 
(5) 屈折率に差をつけて細胞を特徴づける技術 
これまで自動血球分析装置はフローサイトメ－タの持つ機能を取り入れ、血球細胞分析
に特化したフローサイトメータとして発展してきた。現在、目視分類による形態検査を実
施するには、検査対象となるすべての検体の塗抹標本を作成しなければならないため、時
間的・コスト的余裕がない状況にある。そのため、自動血球分析装置によるスクリーニン
グ法でピックアップされた陽性検体に対して精査を行うようになってきており、血液検査
において異常を見逃さない検査を行うためには、自動血球分析装置の検体の正常・異常を
知らせるフラッグ機能が重要となる。特に末梢血中に存在する１％に満たない微量の異常
細胞や幼若細胞の検出は重要であるので、本質的にカウント数の多い自動分析法への期待
はとても大きい。一方、汎用フローサイトメータは、基礎研究領域で使用されていたが、
検査室では造血器腫瘍に関する確定診断のための検査、末梢血幹細胞移植時の造血幹細胞
絶対数計測(CD34)、HIV 感染者の免疫機能把握のためのモニタリング(CD4)や、血小板低値
検体での血小板数確定のための検査(CD61)などに使用されるなど、日常検査で使用される
機会が増えてきているが、検査にかかる費用が高く、いずれも低コスト化による利用拡大
が期待されている。最近、大きさのパラメータとして前方散乱光の替わりに電気抵抗法の
体積を使用できるようにした汎用フローサイトメータが発表され、ハードウェアの新しい
提案がなされた。自動血球分析装置の分野では電気抵抗法による計測系を従来から採用し
ている装置がある。 
また、産業用粒子分析装置は、ナノテクノロジー分野、バイオ・医療分野への応用が拡
大し、基礎研究や最先端技術の開発に活用されている。このように、最近の細胞計測技術
は、自動血球分析装置、フローサイトメータ、産業用粒子分析装置の３分野の接点が増え
てきており、今後も血液検査装置に従来から物理計測で一般的に行われてきた粒子分析技
術を組み合わせてみようという提案や試みが増えていくことであろう。 
本章では現在日常の検査業務で使用されている電気抵抗法と光学分析法の基本的な計測
技術について述べるが、各論に移る前に今一度検体計測技術の基礎である粒子計測技術に
立ち返って「細胞を計測する技術」について確認する。 
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1.2.2 細胞を計測する技術 
細胞を計測する技術は粒子計測技術を基礎としており、粒子の持つ電気的性質・光学的
性質などの特徴量を計測する。計測に使用する検出パラメータに注目すると、電気を利用
した計測法と光を利用した計測法の大きく２つに分けられる。また、計測対象に着目する
と、個々の細胞の特徴量を計測する方法と、複数の細胞群の特徴量を計測する方法に分け
ることができる。血球分析装置では個々の細胞の電界中での抵抗、及び個々の細胞に光を
当てた時の散乱光・吸光度・蛍光などの特徴量計測を行う。表 1.1 に細胞（粒子）の持つ
特徴量とその計測のための検出パラメータ、計測対象が個々であるか粒子群であるか、及
び粒子計測の方法について例を示す。 
 
表 1.1 細胞を計測する技術 
計測対象 計測方法
電気的性質 電界中での抵抗 電流 電気 個々 電気抵抗法（直流・交流）
電界中での移動量 移動距離 光 粒子群 キャピラリ電気泳動法
電界中での移動速度 周波数シフト量 光 粒子群 電気泳動光散乱法
電界中での移動速度 回折散乱光 光 粒子群 動的光散乱法
電子移動量 電流（酸化還元電位） 電気 粒子群 サイクリックボルタンメトリ法
荷電量 電気 粒子群 ファラデーケージ法
光学的性質 回折・散乱・反射 散乱光角度分布 光 個々 フローサイトメトリ法
吸光 吸光度・散乱光 光 個々 フローサイトメトリ法
蛍光・燐光 波長分布 光 個々 フローサイトメトリ法
回折・散乱・反射 散乱光角度分布 光 粒子群 レーザ回折法
吸光 吸光度 光 粒子群 分光法
蛍光・燐光 波長分布 光 粒子群 分光法
その他の性質 ブラウン運動の速度 散乱光強度変動 光 粒子群 光子自己相関法
分散安定性 周波数シフト量（ゼータ電位） 光 粒子群 光ドップラー法（ヘテロダイン検出）
粒子（細胞）の持つ特徴量 検出パラメータ
 
粒子群全体の電気的性質を計測する方法としては、電気泳動のように電界により粒子が
移動した結果を見る方法があり、キャピラリー電気泳動法では試料の分離ができる。粒子
の動きを直接見る方法としては、｢動的光散乱法｣や「電気泳動光散乱法」があり、ブラウ
ン運動や電界中の粒子の移動速度を計測して、粒径やゼータ電位を計測することができる。
「ファラデーケージ」や「サイクリックボルタンメトリー」のように流れる電流や電荷量
などの電気的性質を直接計測する方法がある。血球分析装置に利用されている「電気抵抗
法」は、個々の粒子の特徴量として、微細孔（アパチャ）を粒子が通過した時のインピー
ダンス変化を計測する。直流検出により体積を、交流検出により内部構造を細胞計数と同
時に計測することができる。 
光を利用した粒子計測法には「レーザ回折法」と「動的光散乱法」があり産業用として
利用されている 5)-9)。詳しくは付録Ａに記載した。血球分析装置で利用される光計測法のう
 10
ち前方散乱光と側方散乱光は、レーザ回折法の照射ビームを絞り、細胞のひとつひとつに
光を当てて特徴量を計測する方法と考えることができるので、基本原理はレーザ回折法と
同じである。どちらも光散乱理論を利用して散乱光強度から細胞の大きさ・形状・構造・
屈折率などの形態情報を得ることができる。汎用フローサイトメータでは、前方散乱光
(FS)・側方散乱光(SS)・蛍光４色(FL1,FL2,FL3,FL4)の３種類６チャンネルの検出器が一般
的に搭載されている。自動血球分析装置では、汎用フローサイトメ－タの技術が応用され、
汎用器では得られない計測項目を加えることにより個々の細胞の特徴量を計測しているた
め、散乱光検出以外の吸光度や色情報を計測するための検出器が搭載されている。このよ
うに、血球分析装置は「血球分析に特化した前処理装置付のフローサイトメータ」という
一面を持つ。 
図 1.3 に代表的な粒子分析法と粒径範囲についてまとめた。一番上に光学顕微鏡と電子
顕微鏡の観察範囲を示した。中央に光学分析法の計測可能範囲を示した。レーザ回折法は
計測範囲が広く大きな粒子計測が得意であるが、小さい粒子では種々の計測誤差補正が必
要となる。ナノオーダの粒子計測では、直接粒子の動きを光により計測する動的光散乱法
が利用されている。どちらの方法も複数の細胞に同時に光を当て、計測細胞群全体の情報
をひとつの計測結果として得る方法である。最下段に電気抵抗法の計測可能範囲を示した。
電気抵抗法の直流検出では、アパチャの径を変更することにより計測感度を変えることが
できるため、大きな粒子から小さい粒子まで計測が可能であり、産業用に応用されている
が、固定アパチャでは計測可能範囲が他の方法と比較して狭い。参考のため、自動血球分
析装置が計測できる粒径範囲を示した。 
 
図 1.3 粒子分析法と粒子の粒径範囲 
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1.2.3 細胞を特徴づける技術 
計測法が確定しても、計測したい細胞を特徴づけることなしにそのまま計測するのか、
それとも、何らかの特徴を強調したり、または顕在化をしたりした後で計測するのかが重
要となる。細胞を特徴づける方法は、計測前の試薬による前処理により行われ、特定細胞
の裸核化、染色、プローブの使用、凝集物生成などによる屈折率の変化などにより、特徴
量の強調化が行われる。細胞を特徴付ける技術として、 
① 赤血球を溶解し、白血球を溶解せずに残す技術 
② 特定細胞、あるいは特定細胞以外を裸核化させる技術 
③ 細胞を染色する技術 
④ プローブを使って細胞を特徴付ける技術 
⑤ 屈折率の差をつけて細胞を特徴付ける技術 
がある。各々について以下に説明する。 
①無染色にして特徴づけをしない場合には、計測結果は理論を忠実に反映する。これに
対し細胞を特徴づける場合には、その特徴づけによって非特異反応が生じる可能性のある
ことを考慮に入れる必要がある。白血球などの有核細胞を検出する場合には、赤血球が干
渉物質となるので赤血球を溶解し、白血球は溶解せず形態を維持したまま残す技術が必要
となる。 
②特定細胞または特定細胞以外を裸核化する技術は、電気抵抗法により白血球３分類や
光散乱法による特定細胞の検出などに応用されている。 
③細胞を染色する技術で血球分析に使用される代表的なものには、酵素染色（ペルオキ
シダーゼ・エステラーゼ）、蛍光染色（オキサカルボシアニン系染料・ナフタレンスルホン
酸化合物・アストラゾンイエロー３Ｇ・ニュートラルレッド・アストラゾンオレンジＧ・
アストラゾンオレンジＲ）などがあり、多糖類染色として、アルシアンブルー・トルイジ
ンブルー・ＰＡＳなどがある。細胞核を染色するものとして、トリパンブルー、７ＡＡＤ、
アクリジンオレンジ・チアゾールオレンジなどがある。 
④ある特定の物質を特異的に検出するための物質（プローブ）を使って細胞を特徴づけ
る方法は、フローサイトメトリで使用される方法である。特定の分子を特異的に認識して
結合する物質に蛍光色素を結合させたプローブで細胞を染色すると、測定したい物質量に
比例して蛍光色素が結合し、その結合量に比例して発する蛍光が利用される。特定の分子
の場合には、特定細胞に蛍光色素で標識する。プローブにはモノクローナル抗体と蛍光色
素が使用されることが多い。フローサイトメトリで一般的に使用されている蛍光色素には、
FITC、PE、ECD、CY5 などである。正常細胞に対する主要モノクローナル抗体には、Ｔ細胞
系（Ｔリンパ：CD3、ヘルパ ：ーCD4、サプレッサ ：ーCD8）、Ｂ細胞系（CD19）、NK 細胞系（CD16）、
活性化細胞（CD3+,HLADR+）などがある。また、CD4／CD8 の比の基準値は 0.6～2.9 であり、
この比の増加は、加齢・リウマチ性関節炎・全身性紅斑性狼瘡（SLE:systemic lupus 
erythematosus）・アトピー性皮膚炎・シェーグレン症候群を示し、低下は AIDS・伝染性単
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核球症・Ｂ型急性肝炎・慢性 GVHD を示す。 
⑤細胞内の特定部分を凝集させて屈折率の違いを計測する方法もある。屈折率の違いは
吸光度、散乱光強度の変化量や偏光解消量などに反映されるので、いろいろな検出方法が
利用される。たとえば、網状赤血球の網目構造は染色による人工産生物であるが、この検
出方法は吸光度で検出したり、蛍光を検出したり、凝集を散乱光で見るなど様々な方法で
計測される。好塩基球は浸透圧により細胞内物質が結晶化するので、これを捕らえること
もできる。 
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1.3 本研究の目的 
異常細胞の“見逃し”をなくすことは、臨床検査室の自動化に大きな改革をもたらす。
そのためには、形態検査の最終結果報告のために行われる塗抹染色標本の顕微鏡観察によ
る形態検査において、顕微鏡画像のパターン認識装置の細胞識別性能が熟練技術者と同等
となること、そして、形態検査のスクリーニング検査の目的で使用されるフローサイトメ
トリ法において、異常細胞の“見逃し”をなくすことが重要であり、それら２点を克服す
ることが、臨床検査室の自動化に大きく寄与し、医療に大きく貢献する。 
本論文は著者がヒトの血液細胞解析のための微細構造計測精度の向上とそれを応用した
新しい血球分析装置の開発を通して得られた新しい知見をまとめたものである。 
 
1.4 本論文の構成 
本論文はレーザ散乱光を利用したヒト有核細胞微細構造分析法の新技術に関する研究
（２、３章）および血液学分野における標準化と基準分析法（４章）に関する研究で構成
され、５章からなっている。 
 
第 1 章 序論 
序論においては異常細胞の“見逃し”をなくすために細胞微細構造分析技術および血球
分析装置の基準分析法の確立が医療においてきわめて重要であること、およびレーザ散乱
光を利用した細胞微細構造分析の基本技術を述べている。 
 
第２章 光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置への応用 
本章においては顕微鏡画像のパターン認識装置への応用について述べている。この検査
は形態検査の最終工程で実施されるため、確実に異常細胞が検出できることを要求される。
専門熟練技術者による目視検査では、細胞の幼若度、正常細胞・異常細胞の識別のために
大きさや色などの情報に加え、細胞の核クロマチン構造の観察が特に重要となる。この目
視検査を自動化したパターン認識装置はこれまでにいくつか開発されているが、その分類
能力には限界があり専門熟練技術者の判別能力と比較して劣っている。従来装置ではこの
構造を直接定量的に表現するパラメータがないために十分な細胞識別性能が得られず、異
常細胞を確実に検出できなかった。そのため確定検査を目的とした細胞形態観察検査を自
動化することができなかった。本研究においてはこれらの問題点を解決するために核クロ
マチン構造の定量的な表現に空間周波数情報を採用した装置を開発した。フラウンフォー
ファ回折理論領域の散乱光では、解析対象画像にコリメート光を照射し、焦点面の回折光
の光強度パターンを、光軸を中心としたリングディテクタを配置して取得することにより、
画像の持つ空間周波数情報を光アナログ演算によるフーリエ変換により得ることができる。
本研究はこの点に着目し、顕微鏡画像のパターン認識装置におけるヒト有核細胞微細構造
分析法の新技術に関する研究を行った。健常成人検体の検討では、目視法とのセルバイセ
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ル一致率は総一致率で 99.4%と良好であり、従来装置と比較して特に単球・リンパ球の一
致率が良好であることから、健常成人検体に存在する単核球（リンパ球・単球）判別にお
いて、核クロマチン構造の定量的な表現として空間周波数情報の利用が有効であることを
明らかにした。患者検体に存在する単核球判別では、健常成人検体での存在確率が低い芽
球・幼若球・有核赤血球・異型リンパ球の異常域を増設し、核形態の相違や幼若球の分類
性能の向上を図った。同時再現性、目視との相関およびフロー方式の自動血球分析装置と
の白血球分類との相関は良好であり、異常域増設の影響を受けることなく正常細胞分類の
ｾﾙﾊﾞｲｾﾙ一致率も良好であった。そして異常細胞が出現している検体を用いたセルバイセル
一致率は良好な結果が得られ自動分類は難しいとされてきた異常細胞の一致率が向上する
ことを明らかにした。さらに造血器腫瘍患者検体においては、異型リンパ球・幼若顆粒球・
中毒性顆粒を持つ好中球について判別精度向上のために形態の違いに従い異常域を細分化
し、レビュー対象細胞を明示することができた。造血器腫瘍患者の異常細胞におけるセル
バイセル一致率は、芽球 85.6%、幼若顆粒球 91.6%、有核赤血球 87.0%と良好であり、本
装置は造血器腫瘍症例の自動測定にも充分対応可能であることを明らかにした。すなわち、
この新しい分析法が形態検査の最終工程における細胞判別に有効であることを(1)健常成人
検体、(2)患者検体、(3)造血器腫瘍患者検体の順番で改良を進め、自動化した装置でも異常
細胞を確実に検出できることを明らかにした。 
 
第 3 章 光散乱計測の無染色細胞を対象としたフローサイトメトリへの応用 
本章においてはフローサイトメトリへの応用について述べている。１次スクリーニングﾞ
では多くの検体を測定することから、処理能力の高いフローサイトメトリ法が用いられる。
ここでは、異常細胞の出現を知らせるフラッグ表示機能が特に重要であり精度の高い検出
能力が求められる。光散乱には、(A)散乱光の角度分布の少ないレイリー散乱理論適用領域、
(B)屈折率に依存し不連続の極値を取る角度分布を持つミー散乱理論適用領域、(C)フラウン
フォーファの回折理論適用領域、の３つの領域がある。ミーの理論によれば、光散乱は照
射する光の波長と計測対象物体の大きさや屈折率により散乱角度や偏光方向が異なる。こ
の理論では homogeneous 球状粒子を対象としているため、赤血球のような細胞に適してい
るが、有核細胞の解析への適用には向いていない。しかし、ヒト有核細胞を細胞に含まれ
る無数の小粒子集団の散乱光の和として捉えることにより、細胞に直接光を照射して得ら
れる散乱光の角度分布情報から、ありのままの構造情報を取得することができる。これま
で形態情報の代替検出法として染色手法による細胞構造の特徴を強調や、モノクローナル
抗体を用いた細胞表面マーカによる標識の検出が行われきたが、得られる計測情報にあり
のままの細胞構造解析が反映されないことや、特異反応の影響を受けることがあった。本
研究においてはこれらの問題点を解決するために、無染色細胞を対象に散乱光検出角度を
最適化した光学系を考案し３方向の散乱光強度分析システムを搭載したフローサイトメト
リでのヒト有核細胞微細構造の新しい分析法に関する研究を行った。正常白血球分画では
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リンパ球と単球の分布、および正常細胞である単球・好中球と大型幼若細胞の分布と好中
球の分布がクロストークせずに大型幼若細胞検出能が高い正常白血球分類計測ができるこ
とを明らかにした。この３次元計測ではヒトの正常有核細胞で単球分布の重心アドレスが
最も安定しており、これを基準とした解析アルゴリズムを構築することにより、正常細胞
領域にクロストークしている単核球系の小型から中型の幼若細胞について、単核球系細胞
の分布異常を検出するフラッグおよび小型幼若細胞の数的異常を検出するフラッグを考案
し、このフラッグが腫瘍細胞・異常細胞の存在も検知できることを明らかにした。すなわ
ち、健常成人検体、患者検体および造血器腫瘍患者検体を用いた評価において、この新し
い分析法の異常細胞の出現を知らせるフラッグ表示機能が高い精度を持っていることを明
らかにした。 
 
第４章 血液学分野における標準化と基準分析法 
 本章においては自動血球分析装置のための精確さと追跡性の評価が述べられている。検
査室の品質と能力に関する要求が世界的に高まり、ISO9001: 2000「品質ﾏﾈｰｼﾞﾒﾝﾄ･ｼｽﾃﾑへ
の要求事項」および ISO17025: 1999「試験所と検定機関の能力に対する一般的要求事項」
の両者が、ヒト検体を取り扱う臨床検査室を対象として ISO 15189: 2003「臨床検査室－質
と適合能力に対する特定要求事項」としてまとめられた。ISO15189 によれば分析結果の妥
当性確認として、測定系は国際単位である SI 単位に向けて追跡可能であることが求められ
ている。しかし、長さ･重さ･容積･濃度などの物理量の国際標準器が存在しない臨床検査分
野では、SI 単位に向けて追跡できない項目が多い。日本では、2004 年に日本適合性認定協
会により SI 単位に向けて追跡可能な項目が JAB RL 310-2004「認定の基準についての指針
－臨床検査室」で示された。しかし、その項目の中に血球分析装置の全血球数や白血球百
分率についての表記がない。また、ISO17511: 2003「体外診断用医薬品・医療機器-生物試
料の定量測定-校正物質／管理物質の表示値計量学的トレーサビリティ」で示される参照法
（Reference method）の表現があいまいで、さらに生化学検査と血液学的検査で使用して
いる参照法の定義が異なるため、血液学分野における標準化と基準分析法および分析値の
追求性・伝達性・比較性をひとつの体系として提示することができなかった。本研究にお
いてはこれらの問題点を解決するために精確さと追跡性の概念図を作成し、各項目の参照
法を明示し SI 単位表示が可能であるにもかかわらず追跡可能なものとして扱うことができ
ない項目を明示し、選択された基準分析法が ICSH( International Council for 
Standardization in Haematology )や CLSI( The Clinical and Laboratory Standards 
Institute )などの国際的に認知された標準法に追跡可能であることおよび一次校正器の精
確さは市販装置まで切れ目なく伝達していることを明らかにした。 
 
第５章 総括 
この章では本研究のまとめ、および今後の研究開発の方向性を示している。 
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第２章 
光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置への応用 
 
 
 
2.1 本章の背景 
2.2 本章の目的 
2.3 光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置の開発 
2.4 患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 
2.5 造血器腫瘍患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 
2.6 小括 
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第２章 光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置への応用 
 
2.1 本章の背景  
本章においてはレーザ散乱光を利用したヒト有核細胞微細構造分析法の顕微鏡画像のパ
ターン認識装置への応用について述べている。この検査は形態検査の最終工程で実施され
るため、確実に異常細胞が検出できることを要求される。専門熟練技術者による目視検査
では、細胞の幼若度、正常細胞・異常細胞の識別のために大きさや色などの情報に加え、
細胞の核クロマチン構造の観察が特に重要となる。この目視検査を自動化したパターン認
識装置はこれまでにいくつか開発されているが、その分類能力には限界があり専門熟練技
術者の判別能力と比較して劣っている。従来装置ではこの構造を直接定量的に表現するパ
ラメータがないために十分な細胞識別性能が得られず、異常細胞を確実に検出できなかっ
た。そのため確定検査を目的とした細胞形態観察検査を自動化することができなかった。 
 
2.2 本章の目的 
本研究においてはこれらの問題点を解決するために核クロマチン構造の定量的な表現に
空間周波数情報を採用した装置を開発した。フラウンフォーファ回折理論領域の散乱光で
は、解析対象画像にコリメート光を照射し、焦点面の回折光の光強度パターンを、光軸を
中心としたリングディテクタを配置して取得することにより、画像の持つ空間周波数情報
を光アナログ演算によるフーリエ変換により得ることができる。本研究はこの点に着目し、
光フーリエ変換を用いた核クロマチン構造分析による異常細胞検出能力の向上を目的とし
た顕微鏡画像のパターン認識装置におけるヒト有核細胞微細構造分析法の新技術に関する
研究を行った。 
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2.3 光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置の開発 
2.3.1 緒言 
 現在、末梢血における血球分類検査装置は、フロー方式による自動分析装置をスクリー
ニング機として使用し、異常の疑われる検体についてのみ塗抹標本を作成し顕微鏡下での
目視分類をおこなう施設が増加している 10)。 この目視検査を自動化したパターン認識装
置は、これまでにいくつか開発されているが 11)-17)、その分解能力には限界がある。 
 技師による目視検査では、細胞の幼若度、正常細胞・異常細胞の識別においては、大き
さや色などの情報に加え、細胞の核クロマチン構造の観察が重要となるが 18)、従来装置で
はこの構造を直接定量的に表現するパラメータがないため、十分な性能が得られなかった
と考えられる 19)。 
そこで核クロマチン構造を定量的に表現するために空間周波数を用い、これをもとにし
た構造解析を行うことで、今までは判別困難だった細胞の判別が可能になると考え、試作
機を開発した 20) 21)。この装置では、従来のデジタル情報のみのパターン認識装置では得ら
れなかった構造情報が得られる。 
本節では、パターン認識装置の白血球分類性能を向上させるために、従来のパラメータ
に加え、光フーリエ変換によって得られる空間周波数情報を中心として自動血液解析装置
を開発し、その基礎的な検討結果をまとめた。装置の性能評価は健常成人検体における単
核球の識別能力を用いて行った。付録 B に空間周波数および光フーリエ変換の原理に関し
て詳しく記載した。 
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2.3.2 自動血液解析装置の原理と概要 
Ａ. 光フーリエ変換を応用した血液細胞核解析の概念 
正常白血球細胞の単核球であるリンパ球と単球を例にとり、白血球核の光フーリエ変換
の概念図を図 2.1 に示した。一般的に単球の核はレース網状構造、リンパ球の核は集塊構
造と呼ばれる。撮像したリンパ球の画像から核を抽出し、リンパ球の核抽出画像の周期構
造を観察すると、リンパ球の核の「のっぺり」した感じの集塊構造は、単調で大きくゆる
やかな波形の周期構造として捉えられる。一方、同様に撮像した単球画像から核を抽出し
て、単球のレース網状構造はリンパ球と比較して細かいため、細かい波形の周期構造とし
て捉えられる。このように核抽出画像の波形の周期構造を観察すると、それぞれの空間周
波数パターンとして、焦点を中心としたリングディテクタ（空間周波数検知部分）の上に
現わすことができる。リンパ球の単調な周期構造は中央にそのパターンが集まり易く、細
かい構造が多い単球では細かい構造が多い単球では外側までパターンが広がる傾向にある。
このパターンをリングディテクタ上の光強度として捉え、数値化したものを元に空間周波
数基礎データを得る。空間周波数データは、この基礎データを元に、繰り返し模様やその
模様の大小などの構造解析に適しているパラメータであるフラクタル次元やＲＭＳ粗さデ
ータなどに計算され、これらを空間周波数情報として血球判別に用いることが可能となる。 
 
図 2.1 空間周波数を用いた核クロマチン構造の定量表現の概念図 
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Ｂ. 装置概要 
図 2.2に装置概要を示した。システムは顕微鏡画像撮像部、顕微鏡制御部（Microscopic 
Control Unit: MCU）、総合制御部（Main Control Unit）、光フーリエ変換光学系（OFTU: Optical 
Fourie Transform Unit）で構成される。図 2.3 に OFTU のユニット概要および光学系を示
した。 
顕微鏡にはＸＹステージ（XY Stage）とピエゾ駆動素子を用いたオートフォーカス装置
（Auto Focus）を搭載し、これにより概ねフォーカスを血液塗抹標本に合わせた状態を保
持しながら走査し、有核細胞（白血球）が捕捉可能である回路（Nuclear Search Circuit）。
顕微鏡対物レンズは 100 倍の油浸レンズを用いた。撮像した画像は色の特徴を利用して、
画像中から白血球の核、顆粒、細胞質を別々に抜き出し、それぞれのカラー画像から色、
面積などのデジタル情報を計測する。一方、核のクロマチン構造を抽出したモノクロ画像
を作成し、光フーリエ変換光学部において空間周波数データを取得する。これらのデータ
を用いて細胞の分類判定を行う。判定アルゴリズムには、枝分かれ理論（Decision Tree 
Classifier）とマハラノビスの統計距離計算を併用した。 
 
図 2.2 装置概要 
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図 2.3 光フーリエ変換ユニット(OFTU)概要と光学系 
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Ｃ. 分析の流れ 
Step１．撮像 
 油浸対物レンズ（MplanApo）×１００に装着したオートフォーカス装置によって、
概ねフォーカスを合わせた状態を保持しながら、自動ＸＹステージ上の血液塗抹標本
上を走査し、有核細胞（白血球）を捕捉、撮像する。 
Step２．抽出画像作成 
撮像した細胞画像を Red・Green・Blue の３枚のデジタル画像に変換し、そのデジタ
ル画像間で差算をとり、細胞核と細胞質の抽出画像を作成する。 
Step３．データ取得 
細胞の各部分を抽出した画像から構造解析情報と色・面積などの情報を取得する。 
構造解析情報は、核クロマチン構造を正確にとらえるために、抽出画像の光フーリエ
変換から得られる空間周波数情報を用いた 30)。 
Step４．細胞判定 
解析アルゴリズムには、細胞判定に枝分かれ理論とマハラビノスの統計距離計算を
用いている。マハラビノスの統計距離計算とは、枝分かれの分岐ごとに、分類するグ
ループごとの重心と分散を求め、得られたすべての構造解析情報と色・面積情報から、
分散度が大きいパラメータを複数選定した。その際、重心までの距離は、各グループ
ごとのばらつきの大きさも考慮するため、マハラビノスの統計距離計算により 
決定した。個々の細胞判定は、計測データのグループごとの重心までの距離の大小関
係により判定を行った 31)32)。 
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2.3.3 開発した装置の評価 
健常成人 30 名の EDTA-2K 加静脈血検体を対象とした。塗抹標本は、ウェッジ標本を作成
しメタノール固定しライト染色を施行した。染色にはヘマトラック用ライト染色液（武藤
化学薬品（株））を用い、染色時間は２分、１０倍希釈液５分、水洗１分とした。血液塗抹
標本の詳細作成方法は著者らが開発した「血液塗抹標本の染色方法（特 03620013）」により
実施した。 
 
Ａ. 方法 
１．空間周波数を用いた細胞分離度の評価 
 複数の標本において撮像したリンパ球 990 個と 156 個の細胞画像から、それぞれの核抽
出画像を用い、光フーリエ変換をし、空間周波数データを取得した。Ｘ軸とＹ軸に空間周
波数パラメータをとり、２つの血球の分布図を作成した。その中で２つの血球の分布図を
作成し、分離度の良い空間周波数パラメータの組み合わせを検討した。 
 
２．白血球５分類の判定アルゴリズムの開発 
本装置の判定アルゴリズムに用いるパラメータを検討した。本装置の白血球５分類判定
には、枝分かれ理論を用いている。このパラメータの選定作業は、予め評価用とは異なる
集団を選出し、健常成人 27 名の EDTA-2K 加静脈血を用いた。血液細胞から取得した計測デ
ータを用い、各分岐で最も有効であるパラメータを選定する。さらに、同様の検体を用い
て学習ファイルを作成し、装置に搭載した。ひとつの細胞カテゴリの学習には 50 細胞を学
習させることを目安として作成した。（解析アルゴリズム Proto3 Ver.1.00） 
 
３．セルバイセル一致率 
判定アルゴリズムは、健常成人 30 名の塗抹標本を用いた本装置による血球分類と熟練専
門技術者（臨床検査技師）による分類とのとセルバイセル一致率で評価した。 
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Ｂ. 結果 
 
１．空間周波数を用いた細胞分離度の評価 
解析したリンパ球と単球の細胞集団が、最もよく分離された分布図を図 2.4 に示した。
リンパ球はグループＡ、単球はグループＢで表したが、２つの血球の分布は重なることな
く、分離は良好であった。種々の空間周波数パラメータの組み合わせを検討したが、リン
パ球と単球の分離には、Ｘ軸に中域の空間周波数を用いるのが最も適している事が判明し
た。 
 
 
図 2.4 空間周波数パラメータにおける単球とリンパ球の分布 
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２．白血球５分類の判定アルゴリズムの開発 
 本装置の枝分かれ理論における模式図を図 2.5に示した。空間周波数データ 157 個、色・
面積データ 75 個の計 232 個のパラメータの中から、各分岐には５～６個のパラメータを選
定した。枝分かれ理論の分岐数は３つ、各分岐で使用している特徴パラメータは合計で１
８個（２３２個の特徴パラメータから抜粋した１８個）であった。判定アルゴリズム内の
枝分かれでは、リンパ球や単球などの単核球系細胞を判定する分岐においては空間周波数
情報を中心に用い、顆粒球系細胞の判定の分岐では空間周波数情報の他に色や面積などの
デジタル情報を有効に利用したアルゴリズムであることが判明した。 
 
・核構造情報　　（１種類）
・フラクタル情報（１種類）
・細胞質色情報　（２種類）
・面積情報　　　（１種類）
・細胞円形度情報（１種類）
・核構造情報　　（２種類）
・核微細構造　　（１種類）
・フラクタル情報（２種類）
・面積情報（１種類）
・核外形情報　　（２種類）
・核構造情報　　（１種類）
・核微細構造情報（２種類）
・細胞質色情報　（１種類）
ＭOＣ
単球
第１分岐
ＬＹＭ
リンパ球
第２分岐 第３分岐
ＢＡＳ
好塩基球
ＮＥＵ
好中球
ＥＯＳ
好酸球
ＬＹＭ
ＭＯＣ
ＮＥＵ
ＥＯＳ
ＢＡＳ
・核色ばらつき情報 ・核色ばらつき情報 ・核色ばらつき情報 ・核色ばらつき情報 ・核色ばらつき情報
OTHER OTHER OTHER OTHER OTHER
 
図 2.5 枝分かれ理論 
使用したパラメータ １８種類 
・核外形情報  （２種類）：空間周波数低域、空間周波数高域 
・核構造情報  （３種類）：空間周波数全域、空間周波数中域、空間周波数最低域 
・各微細構造情報（３種類）：粗さ（大１）、粗さ（大２）、内部粗さ（小）、 
・フラクタル情報（３種類）：フラクタル次元、相関、粗さ 
・面積情報   （２種類）：細胞質面積、細胞核面積と細胞質面積の比 
・色情報    （４種類）：細胞質赤、細胞質色相、細胞質彩度、核色ばらつき情報 
・その他    （１種類）：細胞円形度 
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３．セルバイセル一致率 
本装置による白血球の分類と技師による目視法との判別とのセルバイセル一致率を検討
した結果を表 2.1に示した。好中球は 99.4％、リンパ球は 99.6％、単球は 98.1％、好酸球
は 99.2％、好塩基球は 97.0％の一致率で、白血球正常５分類の総一致率は 99.4％と良好で
あった。 
 
表 2.1 目視法とセルバイセル一致率 
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2.3.4 考察 
光フーリエ変換技術を応用した自動血液解析装置を開発し、試作器における健常成人の
末梢血における白血球５分類では、良好な結果が得られた。特に、従来比較的判別困難と
されていた単核球である単球とリンパ球の判別が良好であったことは、核クロマチン構造
の解析はアナログ光学演算により得られる空間周波数情報の有用性が高いことが示唆され
た。 
本装置は、色・面積データや空間周波数データを用いた枝分かれ理論をアルゴリズムと
しており、従来のパターン認識装置では得られなかった細胞の核構造の特徴を解析できる
点が特徴的である。核クロマチン構造の表現では「繊細」「緻密」「粗大」「疎剛」などの表
現が良く用いられる 22)が、光フーリエ変換技術を用いることで、このような感覚的な表現
を数値化することが可能となった。ここでは５分類の判断に用いたが、将来は骨髄球を始
めとする細胞核の幼若度合の判別にその技術が適用可能であると期待される。 
一方、パターン認識装置は標本作成方法に厳しい制限があることや、標本の染色性の変
化に弱く作成した標本が一定の許容範囲を超えると検査不能となってしまうなどの弱点を
指摘されるが、この装置では核の構造解析データを中心に細胞判定をおこなっているため、
標本の染色性の変化に幅広く対応できる可能性があることがわかる。 
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2.4 患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 
 
2.4.1 緒言 
白血球分類検査は造血器腫瘍などの診療に不可欠な検査である。一般的に白血球分類を
自動的に測定するには、フロー方式による多項目血液分類装置で血球計数と同時に測定す
るか、または、パターン認識方式により白血球を形態学的に分類するかどちらかである。
パターン認識による白血球分類装置は現在までにいくつか開発されてきたが、従来の装置
はデジタル画像による核および細胞質の面積、形状、色調等の情報に基付き枝分かれ理論
やその他のデータマイニング手法を用いてきた 23)-29)。従来の原理では核の内部構造の相違
を直接定量的に表現するパラメータがないため、リンパ球と異型リンパ球の核の相違や幼
若球の分類は難しいとされてきた。これらを解決する目的で、従来のパターン認識方式の
原理に核クロマチン構造を定量的に表現する空間周波数情報を加えた、自動血液解析装置
を開発した 25) 30)。第２章３節の健常成人検体の検討では、目視法とのセルバイセル一致率
は総一致率で 99.4%と良好であり、従来装置と比較して特に単球・リンパ球の一致率が良
好であることから、健常成人検体に存在する単核球（リンパ球・単球）判別において、核
クロマチン構造の定量的な表現として空間周波数情報の利用が有効であることを明らかに
した。 
患者検体に存在する単核球判別では、健常成人検体では存在確率が低い単核球（芽球・
幼若球・有核赤血球・異型リンパ球）の異常細胞カテゴリを増設する必要がある。つまり、
単核球の分化成熟段階などによる核クロマチン構造の違いを判別できるような構造解析能
力および細胞判別能力が必要となる。本節では、異常球カテゴリの追加と解析アルゴリズ
ムのアップグレードを行い、患者検体を使用した場合の異常細胞検出能力に関する基礎的
な検討結果についてまとめた。 
 
2.4.2 材料と方法 
Ａ.1 装置の構成 
本装置の構成は前節図 2.2に示す通り、①顕微鏡画像撮像部、②顕微鏡制御部（Microscope 
Control Unit）、③総合制御部（Main Control Unit）、④光フーリエ変換光学系（Optical 
Fourie Transform Unit）で構成される。顕微鏡には自動ＸＹステージと、ピエゾ駆動素子
を用いたオートフォーカス装置（Auto Focus）を搭載している。 
 
Ｂ. 解析アルゴリズムのアップグレード 
解析アルゴリズム Proto3 Ver.1.00 は、正常白血球５種類の分類用に開発したため、対
象細胞以外の細胞は不明細胞と分類していた。今回の解析アルゴリズム Ver.2.00 では、芽
球（blast）、幼若球（immature granulocyte:IM）、有核赤血球（erythroblast:E-Bl）、異
型リンパ球（atypical lymphocyte:A-ly）などの異常域を増設し、それらの細胞から得ら
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れたデジタル、光アナログ情報から最適な分類パラメータの選定を行い、異常細胞カテゴ
リを増設した。 
 
Ｃ. 試料 
慶應大学医学部中央臨床検査部に提出された慶應大学医学部付属病院に入院および外来
患者の EDTA-2K 加静脈血を用いた。白血球分類を血液自動分析装置 SE-9000（シスメックス
社）で測定後慶應大学医学部中央臨床検査部の判定基準（表 2.4.1）に基づきフロー方式で
報告可能である NEGATIVE 検体 100 例、目視にて再カウントを必要とする POSITIVE 検体 52
例を対象とした。塗抹標本はウェッジ法にて作製した。染色方法はヘマトラック用染色液
（武藤化学薬品）を用い、原液 2分、10 倍希釈液 5分でライト単染色をおこなった。 
 
表 2.2 自動血球分析装置 SE-9000 における Suspect Flag  
COMMENT ITEM
Monocytosis MONO％ 20.0＜ [%]
Eosinophilia EO% 70.0＜
Basophilia BASO% 5.0＜
Leukocytopenia WBC ＜1.5 [×10 ３ / μL]
Leukocytosis WBC 30.0＜ [×10 ３
Thrombocytopenia PLT ＜60 [×10 ３
Thrombocytosis PLT 1000＜ [×10 ３
CRITERION
[%]
[%]
/ μL]
/ μL]
/ μL]  
 
Ｄ. 方法 
１．同時再現性 
白血球数正常、低値、高値検体を用い同一検体を 10 回繰り返し測定を行い、同時再現性
を求めた。 
 
２．相関 
本装置でのレビュー後と技師の目視 200 カウントの分類、およびフロー方式である
SE-9000 の白血球分類との相関性を各々検討結果についてまとめた。 
 
３．セルバイセル一致率 
SE-9000 で測定後、Negative と判定された検体 100 例、Positive と判定された検体 52 例
を用い装置で自動分類した後、技師が目視で再分類を行いセルバイセル一致率を求めた。 
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2.4.3 結果 
１．同時再現性 
  同時再現性での CV は好中球で 1.7～4.1%、リンパ球 2.7～7.7%、単球 4.5～28.4%であ
った。（表 2.3） 
 
表 2.3 同時再現性  
Neutrophils
WBC Count Mean（％） S.D. CV（％）
Normal 47.3 0.8 1.7
High 63.7 2.0 3.1
Low 35.1 1.4 4.1
Lymphocytes Normal 35.0 0.9 2.7
High 19.2 1.5 7.7
Low 43.2 1.4 3.2
Monocytes Normal 7.2 1.2 17.1
High 1.7 0.5 28.4
Low 7.1 0.3 4.5
（n=10）
 
 
 
２．相関 
 本装置を用いた方法と目視法との相関（図 2.6）は、好中球で r=0.88、リンパ球は r=0.88、
単球は r=0.90、好酸球は r=0.79、好塩基球は r=0.30 であった。自動血球分析装置 SE-9000
で測定された白血球分類との相関（図 2.7）は好中球で r= 0.87、リンパ球は r=0.88 、単
球は r=0.88、好酸球は r=0.88、好塩基球は r=0.07 であった。 
 
 
３．セルバイセル一致率 
 Negative 検体における一致率は、好中球 96.4%、リンパ球 95.9%、単球 91.6%、好酸球 98.8%
と良好な結果が得られたが、好塩基球の一致率は 26.0%とやや低値であった（表 2.4）。
Positive 検体におけるセルバイセル一致率は好中球 93.3%、リンパ球 87.6%、単球 80.3%、
好酸球 88.9%、好塩基球 11.5%であった。また、異常細胞カテゴリの中では、異型リンパ球
42.0%、幼若白血球 65.4%、有核赤血球 92.9%であった（表 2.5）。 
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図 2.6 目視法との相関（ n = 152 ） 
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図 2.7 フロー方式自動血球分析装置 SE-9000 との相関（ n = 152 ） 
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表 2.4 セルバイセル一致率 (NEGATIVE) 
SE-9000 で NEGATIVE と判定された検体の目視法と自動血液解析装置とのセルバイセル 
 
NEGATIVE ( n = 100 ) 
--- NEU LYM MON EOS BAS A-LY BLAST IM E-BL SMU UNC TOTAL 一致率%
NEU 4984 0 0 3 9 0 0 7 0 92 21 5171 96.4
LYM 0 2179 9 0 0 0 1 3 0 65 15 2272 95.9
MON 1 2 471 0 0 1 0 25 0 4 10 514 91.6
EOS 0 0 0 165 0 0 0 0 0 2 0 167 98.8
BAS 49 0 0 0 25 0 0 14 0 0 8 96 26.0
A-LY 0 6 5 0 0 172 9 8 0 34 69 303 56.8
BLAST 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PRO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MYERO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
META 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 4
E-BL 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
SMU 232 381 44 24 50 7 5 9 0 184 105 1041
TOTAL 5395 2557 554 200 84 51 22 76 2 551 508  
 
 
 
表 2.5 セルバイセル一致率 (POSITIVE) 
SE-9000 で POSITIVE と判定された検体の目視法と自動血液解析装置とのセルバイセル 
 
POSITIVE ( n = 52 ) 
--- NEU LYM MON EOS BAS A-LY BLAST IM E-BL SMU UNC TOTAL 一致率%
NEU 2890 0 3 1 7 0 0 39 0 128 30 3098 93.3
LYM 0 495 5 0 0 10 0 1 8 14 32 565 87.6
MON 0 4 342 0 0 6 1 15 0 53 5 426 80.3
EOS 0 1 0 112 0 0 0 3 0 4 6 126 88.9
BAS 10 1 0 0 3 0 0 6 0 1 5 26 11.5
A-LY 0 16 9 0 0 37 5 2 1 8 10 88 42.0
BLAST 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1 4 75.0
PRO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 65.4
MYERO 0 0 0 0 0 0 0 7 0 1 0 8
META 2 1 4 0 2 0 3 44 0 2 12 70
E-BL 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 1 14 92.9
SMU 124 141 110 14 25 2 3 9 2 50 75 555
TOTAL 3026 659 473 127 37 55 15 126 24 261 177  
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2.4.4 考察 
 光フーリエ変換技術を応用した自動血液解析装置 Proto3Ver2.00 の基礎的検討を行なっ
た。相関に関しては、装置と技師による目視、スクリーニグのための自動血球分析装置
SE-9000(シスメックス社)の白血球分類ともにおおむね良好であった。セルバイセル一致率
は Negative 検体において、好塩基球を除き良好な結果であった。Positive 検体のセルバイ
セル一致率は、従来の自動分類では難しいとされていた異型リンパ球や幼若球、有核赤血
球の一致率が良好であった。同一検体による 2 機種の同時比較は行っていないが、既報の
MICROX HEG-50 におけるセルバイセル一致率は、Positive 検体において異型リンパ球 27.8%、
有核赤血球 50.0%であり 24)、本装置での異型リンパ球 42.0%、有核赤血球 92.9%の一致率は
より良好であった。その要因は、光フーリエ変換によって得られた空間周波数情報が加わ
ったことにより、核網の構造をよく捉えることが可能となったものと推測される。 
セルバイセルにおいて好塩基球の一致率が低下していた原因として、SE-9000 で測定後、
数時間経過した患者検体を用いた事や、好塩基球の顆粒の染色性がやや薄かったこと、中
毒性顆粒を認める好中球を好塩基球と認識してしまう事が考えられた。これらの点は、今
後再度染色時間の検討や、分類カテゴリーの再検討により改良可能と思われる。 
また本装置の特徴は、①技師が分類した細胞情報を学習データに追加し基礎統計量を増
やすことにより再学習ができる。②従来の分類パラメータに光フーリエ変換によって得ら
れる空間周波数を追加したことにより、核クロマチン構造を定量的に捉えることができる。
③異常細胞を分類するためのカテゴリを増設できる。④細胞判定には、枝分かれ理論と統
計距離計算を使用し、その解析パラメータには、分類対象の細胞ごとに最適な解析パラメ
ータが選択される点であり、そのため、より多くの情報をもとに細胞分類を行うことが可
能となった。従来のデジタル画像上の問題点として幼若細胞の核網の繊細さの判定や、細
胞質の色合い、核小体の鑑別に困難な場合が多かった。しかし本装置による血液細胞の撮
像画像は、熟練専門技術者（臨床検査技師）からの評価では「顕微鏡下と遜色ない画像で
あり、この画像でレビューが十分可能である。」と良好な結果であった。図 2.8にレビュー
画像における細胞画像を示した。これは、顕微鏡に無限系光学系を採用したこと、３ＣＣ
Ｄカメラへの光学系に色むらがなくすための光学素子を入れたこと、および、スライドグ
ラスのバックグランドによるホワイトバランスの個別設定などの効果によるものと考えら
れる。すなわち、本装置の画像は従来の装置に比べると非常に鮮明で顕微鏡下とほぼ同様
の細胞形態が観察可能であった。一方、従来では最適画像の認識はレビューを行う専門技
術者ごとに異なるという問題点があったが、細胞の色調を操作者に合った設定に調節する
機能を設置したことにより、レビュー時の判定が用意となり、実用化に大きく近づくこと
ができた。 
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画像の解像度
芽球 リンパ球 異型リンパ球
単球 中毒性顆粒を認める好中球 有核赤血球
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.8 細胞画像例 
      上段左：芽球 上段中：リンパ球 上段右：異型リンパ球 
   下段左：単球 下段中：中毒性顆粒を認める好中球 下段右：有核赤血球  
 
 
核クロマチン構造の解析に光フーリエ変換による空間周波数情報を用いて分類を行う本
装置の臨床検体を用いた基礎的検討は、おおむね良好であった。今後は、造血器腫瘍患者
検体を用いて幼若球など異常細胞のカテゴリの精度向上に向けて検討を進めていく予定で
あり、将来的には、異常細胞や幼若細胞の鑑別にも有用性の高い装置として発展が期待さ
れる。 
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2.5 造血器腫瘍患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 
 
2.5.1 緒言 
パターン認識方式による自動白血球分類は血液塗抹標本上の細胞形態の特徴を捉え、画
像処理技術を用いて分析する方法であり、正確性の面でフロー方式よりも優れているとさ
れる 33)-36)。しかし、これまでのパターン認識方式による自動白血球分類装置は、幼若細胞
や異常細胞の認識が困難であった 37)-39)。この欠点を克服するため、従来のパラメータの他
に、光フーリエ変換技術を応用した核クロマチン構造を定量化する空間周波数情報を取り
入れた自動血液細胞解析装置を開発し 40)、既に 2.3 節に本装置の原理および健常人におけ
る性能評価 41)、2.4 節に患者検体を用いた性能評価 42)について述べた。今回の検討では、
造血器腫瘍患者検体の白血球分類を目標に自動血液細胞解析装置 Proto3(Ver.3.00)の開
発・試作を行い、造血器腫瘍患者検体における性能評価について述べる。 
 
 
2.5.2 材料と方法 
Ａ. 解析アルゴリズム Ver.3.00 の構築 
 Proto3（Ver.3.00）では、解析アルゴリズム Ver.2.00 の基礎統計量で不足していた異常
細胞の解析情報を増やすため、造血器腫瘍症例の塗抹標本を追加した。これにより判定ア
ルゴリズムの改良を行なった。具体的には、異型リンパ球は塩基性の強いものから単球様
のものまであり多岐にわたった形態情報を持っているが、Ver.2.00 ではそれらをひとつのカ
テゴリとして取り扱っていた。そこで Ver.3.00 では、異型リンパ球や幼若顆粒球の判別性
能を向上させるために、核クロマチン構造や核型の特徴ごとにカテゴリを細分化し、各カ
テゴリについて基礎統計量を計算した。この計算結果を用いて、枝分かれごとの細胞判別
に使用するパラメータを再選定した。同様に、Ver.2.00 で改善が望まれた好塩基球の一致率
向上のため、好塩基球と顆粒情報が類似する中毒性顆粒を持つ好中球について、カテゴリ
を細分化した。 
 また、Ver.2.00 には無かった「不明細胞」カテゴリを増設し、異常細胞とクロストークす
る領域に位置する細胞の存在が避けられないことから無理に分類をせず、レビュー用のカ
テゴリに分類することで誤認識を防げるように改善した。 
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Ｂ. 試料 
慶應義塾大学医学部中央臨床検査部に提出された慶應義塾大学医学部付属病院に入院お
よび外来患者の EDTA-2K 加静脈血を用いた。フロー方式の多項目自動血球分析装置：
XE-2100（シスメックス社）にて測定し、慶應義塾大学医学部中央検査室で設定した判定基
準（表 2.6）に基づく Negative 検体 99 件、Positive 検体 48 件と造血器腫瘍患者検体 50
件を対象とした。造血器腫瘍患者の内訳は、急性白血病 13 件、慢性リンパ性白血病 2 件、
骨髄異形成症候群 18 件、骨髄線維症 7 件、その他 10 件である｡ 
 標本はウェッジ法にて作製し、ヘマトラック用ライト染色液（武藤化学薬品）を用いて
ライト単染色を行なった。すなわち、血液塗抹標本の詳細作成方法は著者らが開発した「血
液塗抹標本の染色方法（特 03620013）」により実施した。 
 
表 2.6 自動血球分析装置 XE-2100 における Positive 判定基準 
COMMENT ITEM
Monocytosis MONO% 20.0%<
Eosinophilia EO% 70.0%<
Basophilia BASO% 5.0%<
Leukocytopenia WBC <1.5 ×103/μL
Leukocytosis WBC 30.0< ×103/μL
Thrombocytopenia PLT <60 ×103/μL
Thrombocytosis PLT 1000< ×103/μL
NRBC present NRBC% 1/100WBC<
Reticulocytosis RET% 5.0%<
Hypochromia MCHC <19.0 g/dl
CRITERION
 
WBC RBC PLT
Blasts? RET Abn Scattergram PLT Abn Scattergram
Immature Gran? RBC Agglutination? PLT Abn Distribution
Left Shift? Turbidity/HGB Interference? PLT Clumps?
Atypical lympho? Iron Deficiency? PLT Clumps(S)?
Abn Lympho/L-Blasts? HGB Defect?
NRBC? Fragments?
RBC Lyse resistance  
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Ｃ. 方法 
１．同時再現性 
  白血球数正常、低値、高値検体を用いて同一標本を 10 回測定し、同時再現性を求めた。 
 
２．相関 
 NCCLS-H20A43)による目視法との相関およびフロー方式である XE-2100 自動分類との
相関を Negative 検体 95 件、Positive 検体 43 件の計 138 件について検討した。 
 
３．セルバイセル一致率 
 Negative 検体 99 件、Positive 検体 48 件、造血器腫瘍患者検体 50 件を用いた本装置
Proto3(Ver.3.00)による自動分類結果と技師による目視分類結果より一致率を求めた。 
 また、各群において不明細胞の発生率と異常細胞（異型リンパ球、芽球、幼若顆粒球、
有核赤血球）を正常５細胞（好中球、リンパ球、単球、好酸球、好塩基球）に判定した False 
Negative率、および正常５細胞を異常細胞に判定したFalse Positive率をそれぞれ求めた。 
 
2.5.3 結果 
1．同時再現性 
 同時再現性の検討では、CV は好中球 1.5～2.1％、リンパ球 3.1～4.9％、単球 5.9～11.7％
と良好であった（表 2.7）。 
 
表 2.7 同時再現性 
(n=10)
WBC Count MEAN(%) S.D. CV(%)
Normal 52.4 1.0 1.8
　Neutrophils High 51.4 1.1 2.1
Low 68.2 1.0 1.5
Normal 23.8 1.1 4.8
　Lymphocytes High 22.5 0.7 3.1
Low 15.1 0.7 4.9
Normal 7.2 0.4 5.9
　Monocytes High 8.1 0.6 7.0
Low 4.5 0.5 11.7  
 
２．相関 
 138 件における目視法との相関は、好中球 y=0.948x-1.40,r=0.914、リンパ球 y=0.960x 
+2.09,r=0.922、単球 y=0.882x+2.19,r=0.835、好酸球 y=1.062x+0.27,r=0.931、といずれ
も良好であり、出現細胞の少ない好塩基球においても y=0.569x+0.48,r=0.386 であった（図 
2.9）｡ 
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 XE-2100 との相関は 
好中球  y=1.082x-8.64,r=0.891、 
リンパ球 y=1.021x-0.80,r=0.872、 
単球   y=1.129x+1.24,r=0.89、 
好酸球  y=0.915x-0.14,r=0.956、 
好塩基球 y=1.232x+0.28,r=0.500 
と目視法と同様良好であった（図 2.10）。 
 
３．セルバイセル一致率 
 Negative 検体および Positive 検体の 2 群における不明細胞レビュー後のセルバイセル一
致率は、それぞれ好中球 99.4％、97.9%、リンパ球 96.6％、94.7%、単球 94.2％、92.7%、
好酸球 100.0％、99.2%、好塩基球 69.8％、73.2%、といずれの群においても良好であった
（表 2.8）。また、不明細胞の発生率は Negative 検体 6.4%、Positive 検体 8.8%であり、異
常細胞を正常細胞に判定した False Negative は Negative 検体、Positive 検体とも 0.1%、
正常細胞を異常細胞に判定した False Positive は Negative 検体 1.0%、Positive 検体 1.7%
と良好な結果が得られた（表 2.9）。 
造血器腫瘍患者検体を用いたセルバイセル一致率は好中球 95.4％、リンパ球 94.1％、単
球 91.4％、好酸球 99.0％、好塩基球 80.6％、異型リンパ球 67.4%、芽球 85.6%、幼若顆粒
球 91.6%、有核赤血球 87.0%であり、異常細胞においても良好な結果が得られた。また不
明細胞の発生率は 17.6%、False Negative は 1.1%、False Positive は 2.5%であった（表 
2.10）。 
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図 2.9 目視法との相関（ n = 138 ） 
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図 2.10 フロー方式自動血球分析装置 XE-2100 との相関（ n = 138 ） 
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表 2.8 造血器腫瘍症例以外の患者検体におけるセルバイセル一致率 (NEGATIVE) 
Negative検体　(n=99) 自動血液解析装置
--- NEU LYM MON EOS BAS A-LY BLAST IM E-BL 不明細胞 TOTAL 一致率
NEU 6787 0 0 0 31 0 0 0 12 16 6846 99.4%
LYM 0 2219 6 0 0 34 36 0 7 134 2436 96.6%
MON 0 23 502 0 0 0 5 20 0 283 833 94.2%
目 EOS 0 0 0 255 0 0 0 0 0 0 255 100.0%
BAS 26 0 0 0 54 0 0 0 0 6 86 69.8%
A-LY 0 11 0 0 0 24 4 2 0 17 58 70.7%
視 BLAST 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 100.0%
PRO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MYELO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
META 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3
E-BL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SMU 99 57 16 44 19 3 3 1 21 242 505
TOTAL 7000 2318 526 306 110 74 55 26 78 702
不明細胞発生率 6.4% False Negative 0.1% False Positive 1.0%  
 
表 2.9 造血器腫瘍症例以外の患者検体におけるセルバイセル一致率 (POSITIVE) 
Positive検体　(n=48) 自動血液解析装置
--- NEU LYM MON EOS BAS A-LY BLAST IM E-BL 不明細胞 TOTAL 一致率
NEU 4042 0 0 0 55 0 1 29 9 247 4383 97.9%
LYM 0 700 2 0 0 29 9 0 3 62 805 94.7%
MON 0 13 337 0 0 2 2 27 0 218 599 92.7%
目 EOS 1 0 0 129 0 0 0 0 0 0 130 99.2%
BAS 11 0 0 0 26 0 0 0 0 4 41 73.2%
A-LY 0 5 0 0 0 31 0 0 0 5 41 87.8%
視 BLAST 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1 4 100.0%
PRO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 94.7%
MYELO 0 0 0 0 0 0 2 14 0 17 33
META 1 0 0 0 0 0 0 9 0 14 24
E-BL 0 2 0 0 0 0 0 0 8 0 10 80.0%
SMU 71 37 11 19 14 2 1 3 5 215 378
TOTAL 4217 757 351 151 103 79 21 82 64 568
不明細胞発生率 8.8% False Negative 0.1% False Positive 1.7%  
 
表 2.10 造血器腫瘍患者検体におけるセルバイセル一致率 
造血器腫瘍患者検体　(n=50) 自動血液解析装置
--- NEU LYM MON EOS BAS A-LY BLAST IM E-BL 不明細胞 TOTAL 一致率
NEU 1645 1 1 0 73 0 0 2 11 166 1899 95.4%
LYM 0 1155 5 0 0 44 24 0 4 77 1309 94.1%
MON 0 3 245 0 0 5 15 18 0 192 478 91.4%
目 EOS 0 0 0 93 1 0 0 0 0 8 102 99.0%
BAS 9 0 2 0 24 0 0 1 0 26 62 80.6%
A-LY 0 42 2 0 0 98 15 1 0 26 184 67.4%
視 BLAST 0 4 0 0 0 34 247 15 0 67 367 85.6%
PRO 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 3 91.6%
MYELO 0 0 2 0 0 3 4 34 0 47 90
META 2 2 0 0 0 0 0 20 1 60 85
E-BL 1 1 0 0 0 5 0 0 46 1 54 87.0%
SMU 31 37 13 70 16 15 7 3 16 220 428
TOTAL 1771 1252 272 167 128 246 333 98 124 891
不明細胞発生率 17.6% False Negative 1.1% False Positive 2.5%  
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2.5.4 考察 
 現在、広く普及しているフロー方式による自動血液細胞分類は、目視分類業務の軽減に
大きく貢献した。しかし、異常細胞や赤血球形態異常の検知など改善すべき問題も多く、
スクリーニング検査の域を出ないのが現状である。 
 今回我々は、造血器腫瘍患者検体の白血球分類を目標に開発した解析アルゴリズム
Ver.3.00 を搭載した自動血液細胞解析装置 Proto3 の検討結果についてまとめた。同時再現
性、Negative 検体、Positive 検体を用いた目視法およびフロー方式との相関は良好であっ
た。セルバイセル一致率はVer.2.00との比較においてNegative検体、Positive検体で各々、
好中球 96.4%、93.3%が 99.4％、97.9%、リンパ球 95.9%、87.6%が 96.6％、94.7%、単球
91.6%、80.3%が 94.2％、92.7%、好酸球 98.8%、88.9%が 100.0％、99.2%、好塩基球 26.0%、
11.5%が 69.8％、73.2%、といずれも Ver.3.00 では Ver.2.00 を上回る精度の改善が得られ
た。即ち、造血器腫瘍患者の異常細胞の情報が加わったことによる、正常細胞の一致率の
低下は認められなかった。前節 2.4 患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 42)
での課題であった好塩基球の一致率に関しては、中毒性顆粒を認める好中球についてカテ
ゴリの細分化を行なったことにより顕著に改善された。造血器腫瘍患者検体におけるセル
バイセル一致率は正常細胞 5 分類で 80.6%～99.0%と良好であり、さらに異型リンパ球、芽
球、幼若顆粒球、有核赤血球においても 67.4%～91.6%と良好であった。この結果は従来の
パターン認識装置では得られなかった精度 34)-39)と思われる。今回新たに造設された、レビ
ューを必要とするカテゴリである「不明細胞」の発生率においても、Negative 検体で 6.4%、
Positive 検体で 8.8%、造血器腫瘍患者検体で 17.6%と低値であり、従来装置と比較しても
遜色なく満足できる範囲であった。このことから Ver.3.00 で増設した「不明細胞」に分類
する内部カテゴリは妥当であると思われた。また、異常細胞を正常細胞に分類してしまう
False Negative は Negative 検体で 0.1%、Positive 検体で 0.1%であり、造血器腫瘍患者検
体においても 1.1%と低く、高い信頼性が得られた。本装置は現水準でも、不明細胞や幼若
顆粒球を目視レビューするならば、充分実用に耐えうるものといえる。特に幼若顆粒球の
詳細分類および異型リンパ球の分類精度が向上するためには、細胞の判定基準の確立が必
須である。それらが標準化された場合には、目視レビューから開放されるものと推測され
る。今後赤血球形態解析機能の追加など機能面の充実も期待される。 
 結論として、光フーリエ変換技術を応用した自動血液細胞解析装置 Proto3(Ver.3.00)は正
常細胞における分類精度を落とすことなく、異常細胞の高いセルバイセル一致率が得られ、
造血器腫瘍症例の自動測定にも充分対応可能となった。これにより技師の目視分類業務の
負担軽減と省力化に大きく貢献できることとなる。本装置は試作器であるため、今後赤血
球形態解析機能の追加を含め、高性能を備えた装置として早期の製品化が望まれる。
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2.6 小括 
本章においては顕微鏡画像のパターン認識装置への応用について述べた。この検査は形
態検査の最終工程で実施されるため、確実に異常細胞が検出できることを要求される。専
門熟練技術者による目視検査では、細胞の幼若度、正常細胞・異常細胞の識別のために大
きさや色などの情報に加え、細胞の核クロマチン構造の観察が特に重要となる。この目視
検査を自動化したパターン認識装置はこれまでにいくつか開発されているが、その分類能
力には限界があり専門熟練技術者の判別能力と比較して劣っている。従来装置ではこの構
造を直接定量的に表現するパラメータがないために十分な細胞識別性能が得られず、異常
細胞を確実に検出できなかった。そのため確定検査を目的とした細胞形態観察検査を自動
化することができなかった。本研究においてはこれらの問題点を解決するために核クロマ
チン構造の定量的な表現に空間周波数情報を採用した装置を開発した。フラウンフォーフ
ァ回折理論領域の散乱光では、解析対象画像にコリメート光を照射し、焦点面の回折光の
光強度パターンを、光軸を中心としたリングディテクタを配置して取得することにより、
画像の持つ空間周波数情報を光アナログ演算によるフーリエ変換を介して得ることができ
る。本研究はこの点に着目し、顕微鏡画像のパターン認識装置におけるヒト有核細胞微細
構造分析法の提案とその妥当性の検証を行った。 
健常成人検体の検討では、目視法とのセルバイセル一致率は総一致率で 99.4%と良好で
あり、従来装置と比較して特に単球・リンパ球の一致率が良好であることから、健常成人
検体に存在する単核球（リンパ球・単球）判別において、核クロマチン構造の定量的な表
現として空間周波数情報の利用が有効であることを明らかにした。 
患者検体に存在する単核球判別では、健常成人検体での存在確率が低い芽球・幼若球・
有核赤血球・異型リンパ球の異常域を増設し、核形態の相違や幼若球の分類性能の向上を
図った。同時再現性、目視との相関およびフロー方式の自動血球分析装置との白血球分類
との相関は良好であり、異常域増設の影響を受けることなく正常細胞分類のセルバイセル
一致率も良好であった。そして異常細胞が出現している検体を用いたセルバイセル一致率
は良好な結果が得られ自動分類は難しいとされてきた異常細胞の一致率が向上することを
明らかにした。 
さらに造血器腫瘍患者検体においては、異型リンパ球・幼若顆粒球・中毒性顆粒を持つ
好中球について判別精度向上のために形態の違いに従い異常域を細分化し、レビュー対象
細胞を明示することができた。造血器腫瘍患者の異常細胞におけるセルバイセル一致率は、
芽球 85.6%、幼若顆粒球 91.6%、有核赤血球 87.0%と良好であり、本装置は造血器腫瘍症
例の自動測定にも充分対応可能であることを明らかにした。すなわち、この新しい分析法
が形態検査の最終工程における細胞判別に有効であることを、(1)健常成人検体、(2)患者検
体、(3) 造血器腫瘍患者検体の順番で改良を進め、自動化した装置でも異常細胞を確実に検
出できることを明らかにした。 
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第３章 光散乱計測の無染色細胞を対象としたフローサイトメトリへの応用 
 
3.1 本章の背景 
本章においてはレーザ散乱光を利用したヒト有核細胞微細構造分析法のフローサイトメ
トリへの応用について述べている。１次スクリーニングでは多くの検体を測定することか
ら、処理能力の高いフローサイトメトリ法が用いられる。ここでは、異常細胞の出現を知
らせるフラッグ表示機能が特に重要であり精度の高い検出能力が求められる。光散乱には、
(A)散乱光の角度分布の少ないレイリー散乱理論適用領域、(B)屈折率に依存し不連続の極
値を取る角度分布を持つミー散乱理論適用領域、(C)フラウンフォーファの回折理論適用領
域、の３つの領域がある。ミーの理論によれば、光散乱は照射する光の波長と計測対象物
体の大きさや屈折率により散乱角度や偏光方向が異なる。この理論では homogeneous 球状
粒子を対象としているため、赤血球のような細胞に適しているが、有核細胞の解析への適
用には向いていない。しかし、ヒト有核細胞を細胞に含まれる無数の小粒子集団の散乱光
の和として捉えることにより、細胞に直接光を照射して得られる散乱光の角度分布情報か
ら、ありのままの構造情報を取得することができる。これまで形態情報の代替検出法とし
て染色手法による細胞構造の特徴の強調や、モノクローナル抗体を用いた細胞表面マーカ
による標識の検出が行われきたが、得られる計測情報にありのままの細胞構造解析が反映
されないことや、特異反応の影響を受けることがあった。 
フロー方式の細胞計測技術に関する研究において、電気抵抗法および光学分析法の基本
技術についてよく知っておく必要がある。現在、この分野の基本計測技術について詳細を
まとめたものがないため、付録 C に電気抵抗法 44)-50）、付録 D51)-72）に光学分析法として詳し
く記載した。ここでは、技術的な背景として電気抵抗法による有核細胞微細構造分析の限
界および光学分析法の優位点、フローサイトメトリ応用装置の異なる２つの大きな流れ、
フローサイトメトリ血球分析装置と汎用フローサイトメ－タの違いについて述べている。 
 
3.2 本章の目的 
本章においては上述の問題点を解決するために、無染色細胞を対象に散乱光検出角度を
最適化した光学系を考案し３方向の散乱光強度分析システムを搭載したフローサイトメト
リでのヒト有核細胞微細構造の新しい分析法に関する研究を行った。正常白血球分画では
リンパ球と単球の分布、および正常細胞である単球・好中球と大型幼若細胞の分布と好中
球の分布がクロストークせずに大型幼若細胞検出能が高い正常白血球分類計測ができる。
本研究はこの点に着目し、フローサイトメトリへの応用を目的とした検討を行い、散乱光
検出角度を最適化した光学系による異常細胞検出能力の向上を目的としたフロー方式血球
分析装置におけるヒト有核細胞微細構造分析法の提案とその検証を行った。 
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3.3 散乱光の検出角度を最適化した無染色法フローサイトメトリ装置の開発 
 
3.3.1 無染色法フローサイトメトリ装置の原理と概要 
本開発は、各種白血球の散乱光分布を前方小角散乱光強度、前方大角散乱光強度、側方
散乱光強度の実測から推測し、前方小角散乱光の検出角度範囲を適正化することで、リン
パ球と単球の分類、好中球と好酸球の分類、好中球と大型幼若細胞の分類の向上を目的と
するものである。 
 
Ａ. 開発コンセプト 
本研究では無染色法によるフロー方式の白血球分類装置の検討結果についてまとめた。
現在、多くの白血球分類測定系で採用されているフローサイトメトリ法では、細胞浮遊液
をフローセルに送り、細胞１個１個を遊離した形でフローセル内を通過させ、その細胞に
光を照射した時に生じる散乱光強度情報や吸光度情報などを検出する。フローサイトメト
リ法を用いての細胞分類は、大きく２つの手法に分けられる。一つは、染色手法などによ
り細胞の特徴を強調した状態で検出する方法で、もう一つは、そのままの細胞の構造情報
を得る方法である。付録 D-5 の散乱光の強度分布に示した球形粒子の光散乱に関する Mie
理論により、散乱光の強度分布は粒子径と入射波長に依存して、散乱パターンが異なる。
大きい粒子の散乱光(Fraunhofer の回折理論領域)は、ほとんどが前方に集中し、強度は粒
径の２乗に比例する。小さい粒子の散乱光（Rayleigh 散乱理論領域）は、四方八方に散ら
ばり、強度は粒径の６乗に比例する。また、中間領域(Mie 散乱領域)では、屈折率の影響も
受け、複雑な散乱パターンをとる。血液細胞は、様々な大きさの粒子がひとつの“袋”に
入った状態で、同時に通過するので、得られる情報は、“袋”の中にあるすべての粒子のま
とめた情報として、散乱光が発生する。また、形状も球形ではないので、計測細胞ごとに
最適な散乱光の集光角度が存在する。染色手法を用いた場合には、特徴づけした情報がう
まく検出できるように光学系を最適化することになるため、加工した細胞情報が得られる
が、非特異反応に注意する必要が生じてしまう。 
本研究では白血球計測のための前処理として、全血に赤血球溶解のための溶血剤が加え
られる。本研究では無染色法を採用しているため、有核細胞のそのままの状態の細胞微細
構造情報を計測することができる。これを実現するために、著者らが開発した独自の溶血
技術を用いることより、白血球はそのままの状態の細胞浮遊液に調整した（アメリカ特許
第 5747343 号“LEUKOCYE CLASSIFICATION REAGENT”）。すなわち、溶血剤はポリオオキシエ
チレン系アニオン界面活性剤の一種であるポリオキシエチレン（３）アルキル（C１２－C13
混合物）エーテル硫酸ナトリウム[Sodium polyoxethylen(3) alkyle(C12-13 mixture) ether 
surface]（ 化学式：C12-13-O-(CH2CH2O)3-SO3Na ）を使用した試薬を用いた。それゆえ、
鏡検所見と関連した視認性の優れたスキャッタグラムを得ることができることが原理的に
も明白である。 
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その細胞にレーザを照射した時に生じる散乱光は、血球の容積や血球の複雑さ（顆粒の
有無、核のクロマチン構造など）によって光の強さと方向が変化するので、これを分析す
ることで、細胞分類を行う。 
 末梢に存在する正常白血球細胞はリンパ球、単球、好中球、好酸球、好塩基球などの種々
の血球からなる。これらの細胞は大きさ・形状が異なり、特に核形状や核クロマチンの構
造は細胞の成熟段階を反映しており、異常細胞の検出にも重要である。また、細胞質に含
まれる顆粒などの微粒子の大きさ・形状・量などがそれぞれ異なっている。これら細胞に
含まれる顆粒、粒子に関しては以下のようなことがわかっている。 
 
・ リンパ球：顆粒がほとんどない 
・ 単  球：０．１μｍ以下の顆粒が均一に極めて多数存在する。 
・ 好 中 球：０．０５－０．２μｍのグリコーゲン粒子が細胞全体に多数存在する。 
・ 好 酸 球：０．５－１．０μｍの特殊顆粒が多数存在する。 
・ 好塩基球：０．２－１．０μｍの顆粒が多数存在する。 
 
 これらの各細胞が疾患により増減するため、これらの細胞中の顆粒・粒子から得られる
微細構造情報に基づき、各細胞を分類する。図 3.1に散乱光検出器とフローセルを示した。 
光学系では、血液細胞分類に最適な散乱光が検出できるように検出器が３箇所に配置さ
れ、レーザ直進方向と同方向で小さい角度の散乱光（前方小角度散乱光：Forward Small 
angle Light Scatter, FSS）、レーザ直進方向と同方向で大きい角度の散乱光（前方大角度
散乱光：Forward Large angle Light Scatter, FLS）、レーザ直進方向に対して垂直方向の
散乱光（側方散乱光：Side angle Light Scatter, SDS）で光強度検出を行う。ＦＳＳから
「細胞の大きさ情報(Size)」、ＦＬＳから「核構造の複雑さ情報(Complexity)」、ＳＤＳか
ら「顆粒情報(Granularity)」が得られる。 
 
シースフローによる細胞の整列
細胞の通り道（サンプル流の幅）：20μm
セルの幅 250μm
流体力学的フォーカシングにより、
細胞の通り道を絞る。（層流）
FSｓ
前方小角度散乱光
SDｓ
側方散乱光
FLｓ
前方大角度散乱光
 
 
図 3.1 散乱光検出器とフローセル 
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散乱理論により、有核細胞の 
１．大きさ情報 
２．血球の複雑さ（核形態情報） 
３．顆粒情報（細胞質にある顆粒の多さ） 
からなる３つの情報を同時に取得し、３次元空間で解析を行う。図 3.2 の白血球分類のア
ルゴリズムに示す通り、各細胞のロケーションにより正常細胞を分類し、異常細胞を検出
する。 
顆粒の多さ
核の複雑さ
血球の大きさ
 
図 3.2 白血球分類の解析アルゴリズム 
 
Ｂ. 光学系 
散乱光の検出角度範囲が適当でない場合、前方大角散乱光強度と前方小角散乱光強度と
を軸としたスキャッタグラムでは、リンパ球と単球が近接して分布してしまう。この分布
を分離させることができれば精度のよい測定を行うことができる。また同様に、好中球と
好酸球も近接しているため、分布を離れさせることができれば精度の良い測定を行うこと
ができる。さらに、大型幼若細胞が存在する場合には、前方大角散乱光強度と前方小角散
乱光強度とを軸としたスキャッタグラムでは、好中球と大型幼若細胞の分布が近接してい
るため、検出角度範囲が適当でない場合では混同するおそれがあった。本研究では有核血
液細胞に光を照射して白血球を分類するフローサイトメータの散乱光検出角度範囲を最適
に設定した。 
本研究のフローサイトメトリ光学系に用いる光学レンズは、検出角度の装置間精度をな
くす目的で、フレネルレンズを用いて光学系を無調整とした。これにより同一機種間での
性能差が原理的に発生しないようにすることが可能となり、分析値の正確度が飛躍的に向
上した。さらに、組立工数、調整工数が大幅に削減することができコストダウンにも寄与
した。 
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図 3.3 は初期試作の光学系を上から示したものである。散乱光検出系は、照射光を止め
るオブスキュレータ、散乱光を平行光に変換するコリメータ用レンズ、特定の散乱角度範
囲からの光を反射するための穴あきミラーと非球面レンズ、フォトダイオードと光電子増
倍管からなる光強度検出器からなっている。図 3.4はフローセルである。 
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1:レーザ光源、2:フローセル、3:散乱光集光レンズ、4:散乱光角度選択ミラー、5: オブスキュレータ（位置決め手段）、6:散乱光検出器、
7:計測対象細胞、a:照射光、b:前方狭角度散乱光(吸光度)、c:前方小角度散乱光、d:前方大角度散乱光、e:側方小角度散乱光、f: 側方
中角度散乱光、g: 側方大角度散乱光、h:後方小角度散乱光、i:後方大角度散乱光 
 
 
図 3.3 初期試作の光学系（上から見た図と初期光学系の実物写真） 
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2a2a
2b
2c
b,c,d
h,i
 
2:フローセル、2a:シース流、2b:サンプル流、2c:サンプル供給管、 a:照射光、b:前方狭角度散乱光(吸光度)、c:前方小角度散乱光、
d:前方大角度散乱光、g: 側方大角度散乱光、h:後方小角度散乱光、i:後方大角度散乱光 
 
 
 
図 3.4 フローセル（側方から見た図と実物写真） 
 51
図 3.5 は本研究に最終的に採用した光学系を上から示したものである。従来の構成要素を
図 3.6で示すようにオブスキュレータマスクとフレネルレンズの２部品で構成した。 
Laser diode
Flow-cell
Forward small
angle detecter
Forward large
angle detecter
Side scatter
detecter
Fresnel lens
Fresnel lens
 
図 3.5 開発した光学系（上から見た図） 
 
 
      
図 3.6 フレネルレンズ（左）、オブスキュレータ付きフレネルレンズ（右） 
 
 
フレネルレンズは内円状フレネルレンズと外環状フレネルレンズが同心円状で一体に成
形されたものである。内円上フレネルレンズが前方小角散乱光を受光し、外環状フレネル
レンズが前方大角散乱光を受光するようにマスクをフレネルレンズの前方に設置した。こ
のマスクにはオブスキュレータとしての機能も持たせたため、オブスキュレータマスクと
呼ぶ。ここでフローセル外での散乱角度範囲が限定され、フローセル内の細胞からの散乱
光を任意の特定な散乱角度範囲を選択して検出器へ送ることを可能とした。図 3.7 にレン
ズ成形方法を示す。 
このフローサイトメトリ光学系は、日本光電工業社製の全自動血球分析装置 CelltacＦ
(MEK-8222/J/K)および CelltacＥ（MEK-7222J/K）に搭載され、血液検査のスクリーニング
装置として、医療に貢献している。 
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Fresnel Lens A
Fresnel Lens B
mold A
mold B
mold B'
mold A'
mold A'
mold B'
mold B'
 
内円上フレネルレンズ（上段）、外環状フレネルレンズ（中段）、組み合わせフレネルレンズ（下段） 
 
図 3.7 レンズ製法 
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Ｃ. 光学分析法 
図 3.8 に本装置の白血球スキャッタグラムの各エリアを示す。独自の溶血技術と最適化
された光学系により、分離度の良いスキャッタグラムが得られるが、異常検体を測定した
場合には、正常白血球パターンと比較して視認性の良い異なったパターンを得ることがで
きる。次にスキャッタグラムについて説明する。スキャタグラムは、左から Size-Complexity
分布図[S-C]、Size-Granularity 分布図[S-G(Ne/Eo)] [S-G(Mo/Ba)]と呼ぶ。Ｓ-Ｃスキャッ
タグラムでは Size と Complexity から、リンパ球(Ly)エリア、単球(Mo)／好塩基球(Ba)エ
リア、好中球(Ne)／好酸球(Eo)エリアの 3エリアに分けられる。Ｓ-Ｃスキャッタグラムの
右側の Ne/Eo エリアをピックアップし、横軸を Complexity から Granularity に変更したも
のが中央の[S-G(NE/EO)]で、このスキャッタグラムでは好中球と好酸球を分類した。また、
Ｓ-Ｃスキャッタグラムのピックアップエリアを左側の MO/BA エリアに変更し、横軸を
Complexity から Granularity に変更したものが右側の[S-G(MO/BA)]で、このスキャッタグ
ラムでは単球と好塩基球を分類した 79)。 
 
図 3.8 白血球スキャッタグラムの各エリア 
 
 光学計測系の感度調整は、ヒト新鮮血の単球分布の重心を、散乱光の３次元空間上の基
準点として定義することにより、白血球分画の分類能、およびフラッギング能力の向上を
図った。計測したヒト新鮮血スキャッタグラムの単球・リンパ球・好中球の各分布の重心
アドレスを算出し、そのデータを用いて最適な単球の基準点へと自動感度調整することが
できるソフトウェアを搭載した。この独自の手法は設置時や精度管理および保守点検に有
効である。 
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3.3.2 材料と方法 
Ａ. 装置 
図 3.9 は全自動血球計数器 CelltacＦ(ＭＥＫ-8222)である。この装置は白血球５分類を
含む２２項目の測定を行い、異常細胞の出現可能性を検出するフラッグ表示機能がある。
フローセル内を通過する白血球ひとつひとつにレーザ光を照射し、検出した散乱光を解析
する、レーザ散乱光検出方式（フローサイトメトリ）による無染色法での白血球分類装置
である。Celltac F は１つのフローサイトメトリによる光学カウンタ、２つの電気抵抗カ
ウンタおよび吸光度計測器の３種類の検出器を装備している。 
フローサイトメトリによる光学カウンタでは無染色法によるフロー方式の白血球分類を
行った。３つの検出器から得られる血球の大きさ、複雑さ、顆粒の多さを反映する散乱光
強度から得られるスキャッタグラムから分布を解析し、白血球を分類する。 
電気抵抗カウンタでは直流法を採用し、この検出器により赤血球／血小板・白血球の体
積計測および細胞計数を行った。白血球計測では専用溶血剤で白血球を裸核化させリシー
ル後の細胞計数を行った。 
吸光度計測器では計測のための試料は溶血剤により赤血球を溶血し、赤血球内部のヘモ
グロビンを安定した状態に保つための前処理を行い、その溶血希釈試料によりヘモグロビ
ン濃度計測を行う。 
 
 
図 3.9 自動血球分析装置 Celltac F 
 55
Ｂ. 試料 
基本性能評価試験には健常ボランティアの EDTA-2K 加静脈血を用いた。相関性および
臨床感度およびフラッグ性能試験には近畿大学医学部付属病院の入院および外来患者の
EDTA-3K 加静脈血 844 検体を用いた。対照装置としてフロー方式の多項目自動血球分析装
置：CD-4000（アボット社）にて測定した。臨床感度およびフラッグ性能試験では 3.3.2- E
の第６項に示した判定基準 89)に基づく Negative 検体 484 件、Positive 検体 45 件を対象と
した。Positive 検体の内訳は、核の左方移動が疑われるもの 20 件、Promyelo、Myelo の出
現により、大型化、顆粒による構造の複雑化がみられるもの 18 件、高率に Blast が出現し
たもの 7 件である。標本は採血後室温放置で４時間以内にスピナ法で作製し、ライトギム
ザ染色を用いて普通染色を行なった。 
 
Ｃ. 試薬 
試薬はすべて日本光電工業（株）純正試薬を用いた。希釈液は ISOTONAC･3、インピーダ
ンス用溶血剤は HEMOLYNAC･3、洗浄液は CLEANAC･3、CLEANAC の２種類を使用した。白血球
５分類用溶血剤は著者らが発明したアメリカ特許第 5747343 号 “LEUKOCYE CLASSIFICATION 
REAGENT” で開示した試薬のうち EXAMPLE 1 に示した試薬を用いた。すなわち、溶血剤は
ポリオオキシエチレン系アニオン界面活性剤の一種であるポリオキシエチレン（３）アル
キル（C12-13 混合物）エーテル硫酸ナトリウム[Sodium polyoxethylen(3) alkyle(C12-13 
mixture) ether surface]（ 化学式：C12-13-O-(CH2CH2O)3-SO3Na ）を使用した試薬を用いた。 
 
Ｄ. 校正と精度管理 
 装置の校正は作成したガイドライン 73)-79) に従って行った。試験期間中は３レベル（低値
域、正常域、高値域）を使用し装置の精度管理を行った。 
 
Ｅ. 方法 
１．精密度 
同時再現性(Within-run precision)は基準範囲内の新鮮血５検体の１０回測定を用いた。 
日間再現性(Between-day precision)は保存血液（血液コントロール）を用い１０日間以
上の期間継続的に測定を行い、SDおよび CV(coefficient of variation)で評価を行った。 
 
２．キャリーオーバ 
キャリーオーバは International Committee for Standardization in Hematology (ICSH) 
の手順 80)を用いた。同一高濃度検体を 3 回連続測定(H1-3)し、続けて同一低濃度検体を 3
回連続測定(L1-3)した。キャリーオーバはパラメータごとに次式を使用して計算を行った。 
Carryover (%) = (L1-L3)×100/(H3-H1) 
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３．直線性 
 直線性試験は白血球数、赤血球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット、血小板数につ
いて評価した。低い範囲の直線性は健常ボランティアの新鮮血液を用い、連続希釈法によ
り評価を行った。希釈溶液として同一試料の血漿を用いた。高い範囲の直線性は濃縮試料
を用いた 81)。 
 
４．試料安定性 
・短期安定性試験（Short-term stability） 
６名の健常ボランティアから採血し室温にて保存した。試料は採血後 0, 15, 30, 45, 60 
分経過毎に計測を行った。 
・長期安定性試験（Long-term stability）  
８名の健常ボランティアから採血し室温にて保存した。各試料は２つチューブに分け、
4℃および室温にて各々保存した。試料は採血後 0, 4, 8, 12, 24, 48 時間経過毎に計測を
行った。4℃にて保存した試料は、測定前 10 分の間、室温で放置した。 
それぞれのパラメ－タの変化はその都度検査される試料の平均として採血後０時間を
1.00 として評価した。 
 
５．相関性(CBC/Differential Correlation) 
ＣＢＣと自動白血球５分類の相関性は、近畿大学医学部付属病院のルーチン血球分析装
置(CD-4000: Abott Corp., USA)から得られる自動分析結果との比較を用いた。自動白血球
５分類の相関性は、目視法による白血球分類から得られる結果との比較を用いた。 
 
６．臨床感度およびフラッグ性能(Clinical Utility and Flagging Performance) 
 臨床感度およびフラッグ性能は目視法による白血球分類によって得られた結果との比較
により評価した。目視分類を参照法とし、正常か異常かの判定にはルーチン検査基準を使
用した。異常性の判定のためのルーチン検査基準は次の通りである 82)。 
>5 metamyelocytes 
>=1 myelocyte or promyelo or blast 
>8 atypical Lymphocytes 
>3 nucleated red blood cells 
Clumped platelets 
>2+ poikilocytosis 
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3.3.3 結果 
 
１．精密度 
同時再現性(Within-run precision)の結果は表 3.1 の通りで、すべてのパラメータでと
良好な成績であった。好塩基球のＣＶは他の血球と比較して大きいのは、存在確率が最大
で 0.4％と低値であることによる。例えば、sample 02 の好塩基球のＣＶは 31.6%と大きい
が、１０検体の分析結果の内訳は 0.1%(n=8)から 0.2%(n=2)であり、問題はない。 
 
表 3.1   同時再現性(n = 10)* 
Sample01 Sample02 Sample03 Sample04
Mean SD CV,% Mean SD CV,% Mean SD CV,% Mean SD CV,%
White blood cells 6.6 0.09 1.2 5.1 0.08 1.4 6.0 0.12 1.8 6.0 0.07 1.1
%Neutrophils % 63.3 0.69 1.0 49.9 0.77 1.4 60.8 0.92 1.4 61.3 0.68 1.0
%Lymphocytes % 23.2 0.72 2.8 34.2 0.65 1.7 30.2 0.67 2.0 25.0 0.55 2.0
%Monocytes % 9.1 0.36 3.5 7.4 0.49 6.0 6.1 0.38 5.6 5.3 0.48 8.1
%Eosinophils % 4.1 0.26 5.8 8.4 0.32 3.5 2.6 0.21 7.3 8.0 0.39 4.4
%Basophils % 0.4 0.11 28.6 0.1 0.04 31.6 0.2 0.05 25.6 0.3 0.09 25.4
Red blood Cells 4.72 0.05 0.9 4.16 0.04 0.9 4.52 0.03 0.7 5.18 0.05 0.9
Hemoglobin g/dL 13.6 0.08 0.5 12.3 0.07 0.5 13.6 0.05 0.3 15.5 0.10 0.6
Hematocrit % 42.4 0.39 0.8 38.4 0.27 0.6 41.9 0.30 0.6 47.3 0.43 0.8
MCV fL 90.0 0.35 0.4 92.3 0.41 0.4 92.6 0.37 0.4 91.4 0.47 0.5
MCH pg 28.9 0.24 0.8 29.5 0.25 0.8 30.0 0.17 0.5 29.9 0.20 0.6
MCHC g/dL 32.1 0.32 0.9 31.9 0.13 0.4 32.4 0.24 0.7 32.8 0.15 0.4
Platelet 273 9.12 3.0 190 6.26 3.0 351 9.49 2.4 285 7.71 2.4
*SD indicates standard deviation, CV indicates coefficient of variation
x 109/L
x 1012/L
x 109/L
 
 
 
 
日間再現性(Between-day precision)は保存血液（３レベルの血液コントロール）を用い
１０日間以上の期間継続的に測定を行い、SD および CV(coefficient of variation)で評価
を行った。結果は表 3.2に示すように良好であった。 
 
表 3.2  日間再現性(n = 10)* 
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２．キャリーオーバ 
高濃度検体(H1-3)および低濃度検体(L1-3)の平均は、白血球数(WBC)で 20.43(x109/L)お
よび 0.6(x109/L)、赤血球数(RBC)で 5.08(x1012/L)および 1.55(x1012/L)、血小板数(PLT)で
597.7(x109/L)および 31.67(x109/L)、ヘモグロビン濃度(HGB)で 15.70(g/dL)および
4.83(g/dL)、ヘマトクリット(HCT)で 47.33 および 14.33 (%)であった。高濃度検体から低
濃度検体へのキャリーオーバの結果は表 3.3に示した通りであり、良好であった。 
 
表 3.3 キャリーオーバ 
Table3. Carryover
Parameter %
White blood cells 0.0%
Red blood cells -0.3%
Hemoglobin -0.9%
Hematocrit -0.3%
Platelet -0.9%
 
 
３．直線性 
直線性は赤血球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット、白血球数、血小板数について
検証を行った結果を表 3.4および図 3.10 に示した。低いキャリーオーバおよび良好な直線
性が確認できた。“白血球低値カウントモード(Low)”は白血球数が 1.41 (x109/L)より少な
い試料を使用した。“白血球高値カウントモード(Extra-High)”は白血球数が 100.0 
(x109/L)を越える試料を使用した。 
 
表 3.4  直線性 
Table4. Linearity
Coefficient of 
Parameter Range Correlation
White blood cells (Low) x 109/L 0.00-1.41 0.998
White blood cells (Middle) x 109/L 0.0-9.0 1.000
White blood cells (High) x 109/L 0.00-30.3 0.999
White blood cells (Extra-High) x 109/L 0.00-293. 0.999
Red blood Cells x 1012/L 0.00-9.91 1.000
Hemoglobin g/dL 0.00-29.7 1.000
Hematocrit % 0.0-91.6 1.000
Platelet x 109/L 0-1057 1.000
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図 3.10 直線性 
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４．試料安定性 
試料安定性試験は４℃および室温の２つの状態で採血後 48 時間まで行った。自動白血球
５分類は 24 時間まで許容範囲であった。室温でのＭＣＶは 24h を越えると緩やかに上昇す
る傾向があったが、４℃では安定していた。 (表 3.5). 
 
表 3.5   試料安定性 
Table 5-1.
Short-term stabirity : room temperature.
n=6 (average)  Time-serial-changes  Ratio for  0 minute   (ID: Indefinitive)
0 15 30 45 60 min. 0 15 30 45 60
White blood cells 5.08 5.05 5.07 5.00 5.03 x109/L 1.00 0.99 1.00 0.98 0.99
Red blood cells 4.53 4.54 4.56 4.56 4.52 x1012/L 1.00 1.00 1.01 1.01 1.00
Hemoglobin 13.8 13.8 13.9 13.8 13.7 g/dL 1.00 1.00 1.01 1.00 0.99
Hematocrit 41.5 41.6 41.7 41.7 41.3 % 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Mean corpuscular volume 91.4 91.6 91.4 91.3 91.4 fL 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Mean corpuscular hemoglobin 30.3 30.4 30.4 30.2 30.4 pg 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Mean corpuscular hemoglobin concentration 33.2 33.2 33.2 33.1 33.2 g/dL 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Red cell distribution width 11.9 12.1 12.3 12.2 12.1 % 1.00 1.02 1.03 1.03 1.02
platelets 232 232 236 237 235 x109/L 1.00 1.00 1.02 1.02 1.01
Mean platelet volume 6.33 6.53 6.80 7.00 7.03 fL 1.00 1.03 1.07 1.11 1.11
Neutorophils 2.98 2.90 2.92 2.87 2.92 x109/L 1.00 0.97 0.98 0.96 0.98
Lymphocytes 1.58 1.57 1.62 1.62 1.60 x109/L 1.00 0.99 1.03 1.03 1.01
Monocytes 0.33 0.40 0.38 0.37 0.37 x109/L 1.00 1.21 1.15 1.12 1.12
Eosinophils 0.18 0.18 0.15 0.15 0.15 x109/L 1.00 1.00 0.83 0.83 0.83
Basophils 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 x109/L ID ID ID ID ID
 
Table 5-2.
Long-term stability : room temperature.
n=8 (average)  Time-serial-changes  Ratio for  0 hour   (ID: Indefinitive)
0 4 6 12 24 48 hour 0 4 6 12 24 48
White blood cells 6.98 6.89 6.93 7.01 6.93 6.96 x109/L 1.00 0.99 0.99 1.01 0.99 1.00
Red blood cells 4.96 4.96 4.96 5.04 4.98 5.04 x1012/L 1.00 1.00 1.00 1.02 1.00 1.02
Hemoglobin 15.5 15.5 15.5 15.7 15.6 15.7 g/dL 1.00 1.00 1.00 1.01 1.01 1.01
Hematocrit 46.9 46.8 46.9 47.7 47.5 49.4 % 1.00 1.00 1.00 1.02 1.01 1.05
Mean corpuscular volume 94.7 94.5 94.6 94.8 95.5 98.2 fL 1.00 1.00 1.00 1.00 1.01 1.04
Mean corpuscular hemoglobin 31.4 31.3 31.3 31.2 31.4 31.3 pg 1.00 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00
Mean corpuscular hemoglobin concentration 33.2 33.1 33.1 32.9 32.8 31.9 g/dL 1.00 1.00 1.00 0.99 0.99 0.96
Red cell distribution width 11.5 11.8 11.9 12.1 13.2 14.1 % 1.00 1.03 1.03 1.05 1.15 1.23
platelets 247 249 245 255 254 262 x109/L 1.00 1.01 0.99 1.03 1.03 1.06
Mean platelet volume 8.24 8.66 8.30 8.33 7.79 9.06 fL 1.00 1.05 1.01 1.01 0.95 1.10
Neutorophils 3.95 3.85 3.84 3.83 3.11 2.30 x109/L 1.00 0.97 0.97 0.97 0.79 0.58
Lymphocytes 2.18 2.20 2.25 2.25 2.81 3.19 x109/L 1.00 1.01 1.03 1.03 1.29 1.46
Monocytes 0.53 0.51 0.53 0.59 0.45 0.33 x109/L 1.00 0.96 1.00 1.11 0.85 0.62
Eosinophils 0.33 0.33 0.31 0.35 0.50 0.85 x109/L 1.00 1.00 0.94 1.06 1.52 2.58
Basophils 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.30 x109/L ID ID ID ID ID ID
 
Table 5-3.
Long-term stability : 4 ℃
n=8 (average)  Time-serial-changes  Ratio for  0 hour   (ID: Indefinitive)
0 4 6 12 24 48 hour 0 4 6 12 24 48
White blood cells 6.94 6.91 6.93 6.96 7.03 7.03 x109/L 1.00 1.00 1.00 1.00 1.01 1.01
Red blood cells 4.99 4.97 4.97 5.01 5.04 5.02 x1012/L 1.00 1.00 1.00 1.00 1.01 1.01
Hemoglobin 15.6 15.6 15.6 15.7 15.6 15.8 g/dL 1.00 1.00 1.00 1.01 1.00 1.01
Hematocrit 47.1 47.0 47.0 47.4 47.8 49.4 % 1.00 1.00 1.00 1.01 1.01 1.05
Mean corpuscular volume 94.6 94.7 94.8 94.8 94.9 98.6 fL 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.04
Mean corpuscular hemoglobin 31.3 31.4 31.4 31.3 31.0 31.5 pg 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 1.01
Mean corpuscular hemoglobin concentration 33.0 33.1 33.1 33.0 32.7 32.0 g/dL 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 0.97
Red cell distribution width 11.5 11.5 11.5 11.3 11.7 13.0 % 1.00 1.00 1.00 0.98 1.02 1.13
platelets 250 253 251 257 256 259 x109/L 1.00 1.01 1.00 1.03 1.02 1.04
Mean platelet volume 8.23 8.50 8.49 8.66 8.81 9.08 fL 1.00 1.03 1.03 1.05 1.07 1.10
Neutorophils 3.90 3.91 3.66 3.66 3.15 2.61 x109/L 1.00 1.00 0.94 0.94 0.81 0.67
Lymphocytes 2.18 2.19 2.28 2.25 2.56 2.30 x109/L 1.00 1.00 1.05 1.03 1.17 1.06
Monocytes 0.55 0.50 0.58 0.60 0.64 0.83 x109/L 1.00 0.91 1.05 1.09 1.16 1.51
Eosinophils 0.31 0.31 0.35 0.33 0.39 0.36 x109/L 1.00 1.00 1.13 1.06 1.26 1.16
Basophils 0.00 0.00 0.06 0.13 0.29 0.93 x109/L ID ID ID ID ID ID
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５．相関性(CBC/Differential Correlation) 
自動血球分析装置 Celltac F と CD-4000 間の相関はＣＢＣパラメータ(図 3.11) および
好塩基球を除く白血球分類パラメータ(図 3.12)で良好であり、血小板数低値検体において
も良い相関が得られた(図 3.13)。また、自動血球分析装置 Celltac F から得られる白血球
分類パラメータと目視分類パーセンテージ間（好塩基球を除く）の相関は良好であった(図
3.14)。 
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図 3.11 ＣＢＣパラメータに関する CD-4000 と Celltac F 間の相関（両機種のどちらか一
方により陽性フラッグが出現した試料を除く; n=844） 
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図 3.12 白血球分類パラメータに関する CD-4000 と Celltac F 間の相関（両機種のどちら
か一方により陽性フラッグが出現した試料を除く; n=522） 
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図 3.13  血小板低値における CD-4000 と Celltac F 間の相関 
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EYE COUNT vs Celltac F         n = 310
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図 3.14  白血球分類パラメータに関する目視分類 Celltac F 間の相関（両機種のどちらか
一方により陽性フラッグが出現した試料を除く; n=310） 
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図 3.15 スキャッタグラムの例 
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６．臨床感度およびフラッグ性能(Clinical Utility and Flagging Performance) 
任意に選択した５２９検体により異常細胞検出能の検討を目視分類法との比較をした。
得られたスキャッタグラムの例を図 3.15に示した。図の一番上のスキャッタグラムの左側
は正常検体の例であり、右側は好酸球増多症の例である。スキャッタグラムには大きく３
つの型があり、Ⅰ型・Ⅱ型・Ⅲ型と分類した。形態学的特長によると、Ⅰ型は左方移動グ
ループ、Ⅱ型は幼若顆粒球グループ、Ⅲ型は芽球グループと呼ぶことができた。 
 
装置の何れかの分布異常フラッグが検出された時、その試料は装置の自動分類による異
常とみなして作成した真理値表(truth table)を表 3.6 に示した。CelltacF の偽陰性率は
4.4%であり、対照装置である CD-4000 では 6.7%であった。臨床感度およびフラッグ性能は
良好であった。 
 
表 3.6  臨床感度およびフラッグ性能（ Celltac F and CD-4000 ） 
Celltac F CD-4000
sample number 529 sample number 432
positive sample 45 positive sample 39
TN: true negative 417 TN: true negative 332
TP: true positive 43 TP: true positive 28
FN:faulse negative 2 FN:faulse negative 2
FP:faulse positive 67 FP:faulse positive 70
agreement(Efficiency) 87.0% = (TN+TP) / (TN+TP+FP+FN)) agreement(Efficiency) 83.3%
clinical specificity 86.2% = TN / (TN+FP) clinical specificity 82.6%
clinical sensitivity 95.6% = TP / (TP+FN) clinical sensitivity 93.3%
false positive ratio 13.8% = FP / (TN+FP) false positive ratio 17.4%
false negatice ratio 4.4% = FN / (FN+TP) false negatice ratio 6.7%
Predictive Value Predictive Value
Negative 99.5% = TN / (TN+FN) Negative 99.4%
Positive 39.1% = TP / (TP+FP) Positive 28.6%  
 
異常検体のフラッギング性能に関しては、異常検体フラッグの検出感度は９５％以上、
特異度は８５％以上と良好で、異常検体を測定した場合、正常検体と識別可能な特徴的な
スキャッタグラムが得られた。幼若顆粒球が出現している検体では、スキャッタグラム上
方に多数の分布が見られ、正常検体と容易に区別することができ、異常検体の検出例を検
討したところ、スキャッタグラムおよびフラッグ表示は鏡検所見と関連した成績が得られ
た。 
次に異常検体を測定した場合のスキャッタグラム、分析結果および形態所見などについ
ていくつか例を示した（図 3.16-20）。 
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図 3.16は、好酸球増多例での数的異常を検出したフラッグの例である。スキャッタグラ
ム上で好酸球エリアは、好中球エリアと境界が明瞭に分離されていた。 
 
フラグ 
Eosinophilia 
(％)
 Blast 0.0
 Promy 0.0
 Myelo 0.0
 Meta 0.0
 Stab 4.5 (％)
 Seg 37.5 NE 41.3
Lymph 33.0 LY 31.7
 Mono 4.0 MO 9.0
Eosino 19.5 EO 17.8
 Baso 1.5 BA 0.2
 A-Ly 0.0
視算法 Celltac F
Leukocytes　4.6×109/L
 
図 3.16 好酸球増多例での数的異常を検出したフラッグの例 
 
 
図 3.17は、好中球核の左方移動の例で、Ｓ-Ｃでは単球・好塩基球計測エリアと好中球
エリア間の境界が不明瞭になり連続していた。この分布は、好中球で核の複雑さが単純な
細胞、すなわち桿状核球(Stab)が増えたことを反映していた。桿状核球が単球領域に混入
してくる可能性がある場合には、“Left shift”フラッグが表示される。フラッグが表示さ
れても、参考値として各細胞の比率が表示されるため、好塩基球の比率が視算法よりも見
かけ上高値傾向を示した。 
 
フラグ 
Left Shift 
(％)
 Blast 0.0
 Promy 0.0
 Myelo 0.0
 Meta 0.0
 Stab 26.5 (％)
 Seg 59.0 NE 87.4
Lymph 13.0 LY 9.8
 Mono 1.5 MO 0.8
Eosino 0.0 EO 0.6
 Baso 0.0 BA 1.4
 A-Ly 0.0
視算法 Celltac F
Leukocytes　10.3×109/L
 
図 3.17 好中球核の左方移動の例 
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図 3.18は、心臓外科の症例で幼若顆粒球出現例である。核の左方移動は見られなかった
が、視算法で Promyelocyte、Myelocyte が出現した例である。この場合、図 3.17 のような、
Ｓ-Ｃでの単球・好塩基球エリアと好中球エリアの連続性は見られず、Ｓ-Ｃエリアにおい
て大型で、Complexity の高い細胞が出現し、好中球エリアでも大型細胞の出現を認めた。
このスキャッタグラムから、正常細胞ではない大型細胞の出現が示さていた。フラッグは
Immature Gr が表示された。 
 
フラグ 
Immature   
Granulocyte 
(％)
 Blast 0.0
 Promy 1.0
 Myelo 2.0
 Meta 0.0
 Stab 4.0 (％)
 Seg 65.0 NE 75.8
Lymph 16.0 LY 12.6
 Mono 9.5 MO 9.0
Eosino 1.5 EO 1.3
 Baso 0.0 BA 1.3
 A-Ly 1.0
視算法 Celltac F
Leukocytes　9.7×109/L
 
図 3.18 心臓外科の症例における幼若顆粒球出現例 
 
 
図 3.19は、骨髄線維症での幼若顆粒球出現例である。前 2症例を複合したようなスキャ
ッタグラムパターンを示した。芽球も出現したため、見かけ上、好塩基球、単球は高値傾
向を示した。フラッグは Blasts、Immature Gr、Left shift と視算法の成績とよく関連し
た。 
 
フラグ 
Blasts 
Immature 
Granulocyte 
Left Shift 
Leukocytosis 
Lymphocytosis 
Monocytosis 
Basophilia 
(％)
 Blast 5.0
 Promy 5.0
 Myelo 12.0
 Meta 14.0
 Stab 24.0 (％)
 Seg 12.0 NE 54.4
Lymph 20.0 LY 22.8
 Mono 3.0 MO 11.8
Eosino 3.0 EO 2.4
 Baso 2.0 BA 8.6
 A-Ly 0.0
視算法 Celltac F
Leukocytes　19.5×109/L
 
図 3.19 骨髄線維症における幼若顆粒球出現例 
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図 3.20は、急性骨髄性白血病の症例である。白血病細胞の多くは、好中球エリアと単球
エリアにおいて、正常細胞出現領域の上側に多くの細胞分布が認められた。視算法の成績
では、95.5％が芽球であった。確認した細胞は、大型で核構造が単純なので、Complexity
は低めに、Size は高めの分布をしている。フラッグは Blasts，Immature Gr，Left shift
を表示した。 
フラグ 
Blasts 
Immature 
   Granulocyte 
Left Shift 
Leukocytosis 
Lymphocytosis 
Monocytosis 
Basophilia 
(％)
 Blast 95.5
 Promy 2.0
 Myelo 0.5
 Meta 0.5
 Stab 0.0 (％)
 Seg 1.0 NE 4.0
Lymph 0.5 LY 27.0
 Mono 0.0 MO67.8
Eosino 0.0 EO 0.1
 Baso 0.0 BA 1.1
 A-Ly 0.0
視算法 Celltac F
Leukocytes　254.0×109/L
 
図 3.20 急性骨髄性白血病の症例 
 
 
 
 
3.3.4 考察 
Celltac F に搭載された散乱光検出角度を最適化した光学系による無染色細胞の異常細胞
検出技術により、スキャッタグラム上の正常白血球の各分布が重なることなく明瞭に分か
れた。この良好な分離性能は異常細胞の検出を容易にした。光学的検知システムではどん
な特定の染料も使用しないで、正常白血球分類がされる。無染色法による細胞分析は、細
胞形態学なダメージを受けないため、ネイティブの細胞イメージを反映することができる。
また、染色処理プロセスがないため、分析器で使用する試薬数の減少および染色液による
流路内汚損の可能性をなくすことができた。白血球５分類は CLSI(NCCLS)H-20A 参照法にて
評価を行い良好な結果が得られた。高い正常細胞識別機能に基づいて、４種類のフラッグ
(BL,IG, LS,AY)を考案した。Celltac F の偽陰性率、偽陽性率は市販されている装置と比較
して遜色のない結果がえられた 83)84)。 装置の CBC に関する性能は電気抵抗法に基づいてお
り、分析結果は良好であった。そして、特に血小板低値検体の正確度を含んだ広い直線性
範囲が検証された。 
今回、臨床感度およびフラッグ性能の検討において対照装置として CD-4000 を使用した。
偽陰性検体は両機種とも２検体発生していた。検体は同じものではなかったが、感度・特
異度とも同等の結果となった。偽陰性であった２検体について精査したところ、２検体と
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も白血球数が少なく、視算では My 1.0％、Meta 0.5%の検体であり、出現していた幼若細胞
も小型のものであった。従って、原因として、フラッグ検出はスキャッタエリア内の細胞
数で検出しているため、白血球数が少ないと感度が落ちる傾向にあること、細胞も小型で
あったため検出エリア内に入ったものも少なかったと推測された。今回の検討により、Ｍ
４以外のＭ０～Ｍ７、ＣＬＬなどの症例は経験したが、さらに症例数を増やし、特に造血
器腫瘍患者の検体について精査を行い、性能向上を図っていくことが望まれた。 
自動血球分析装置の開発における最近の傾向は、主な自動血球分析装置は CBC 測定と白
血球５分類機能の両方を自動化した装置であることである。ひとつの問題は大部分の装置
は大きいということである。小さい装置は白血球分類できないか、あるいはできても３分
類までしか決定できない状況にある。新しく開発した Celltac F はコンパクトにもかかわ
らず白血球５分類機能を備えている装置である。 
この装置は、独自の光学系により小型化を実現し、世界最小の設置面積に時間当たり８
０検体の高い処理能力を持っており（ＤＭＳへの装置２台接続により処理能力を２倍にす
ることが可能）、１検体当たりに必要な血液量は５５μＬと微量のため試薬使用量が少なく
低ランニングコストのため、検査室の運営に貢献する。また、キャップピアシング方式の
自動測定モードにより、ワンタッチで検体の攪拌から測定までを自動的に行う。限界値設
定による自動再測定や高値白血球の自動検出による再測定などを選ぶことができる。オー
ダリングによる計測項目の指定にはワークリスト測定を用い、ラックごとに計測項目を決
めることもできる。付属の USB ポートにＰＣを接続し、オプションのデータマネージメン
トソフトウェア（ＤＭＳ）を利用することにより、ワークリスト関連台帳の登録・作成、
検査室内でのデータ管理および精度管理、外部機器通信などの機能をアップすることでき
る。本体に搭載された液晶カラーディスプレイとタッチキーにより直感的で簡単な操作が
できるため、緊急検査室や夜間検査における運用に適している。さらに、セキュリティ機
能を使うことで操作者の登録および操作制限をすることが可能となり、設定ミスなどを未
然に防ぐことができる。キャップピアシング方式の自動測定モードの他にマニュアル測定
モードがあり、微量血計測、血小板・白血球低値検体および白血球高値検体の計測では様々
な希釈モード（前希釈モード、高濃度モード、低濃度モード）を適宜使い分けることがで
きる。 
結果として、開発した Celltac F は臨床的に有用な自動血球分析装置であり、小型であ
りながら高機能・高性能を実現し、検査室の運営に大いに貢献する能力を持っていた。 
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3.4 造血器腫瘍患者検体における異常細胞検出能力に関する検討 
 
3.4.1 緒言 
近年、全自動血球分析装置の開発、技術の進歩はめざましい。特に異常細胞等の検出性
能が向上し、形態的特徴や出現率がある範囲内の場合では異常フラッグをほぼ正確に表示
する事が可能となった。しかし、異常細胞が小型か単一的な形態的特徴を呈するもの、あ
るいは出現率が比較的低い場合では、適切な異常フラッグを表示するまでには至っていな
い。自動血球分析装置・分類機能のさらなる技術的進展が期待されている。著者は細胞の
前処理に無染色法を用い、計測系に３方向の散乱光角度分析とインピーダンス法による白
血球計数を併用した自動血球分析装置 CelltacF（MEK-8222）を開発した 85)。そして、その
基本性能を検証し、良好な結果が得られた 96)-98)。また、異常細胞検出能が臨床的に有用で
あり、特に大型の幼若細胞検出能がすぐれていた。この大型幼若細胞領域には正常細胞が
出現しないことが大きな特徴である 95)96)。幼若顆粒球が正常細胞とは違うエリアに出現す
ることは、分析器にとって重要な特徴であった。 
血球分析装置における異常細胞フラッグは、臨床検査室において一次スクリーニングで
目視分類を行うかどうかの重要な情報となる。この情報は形態情報と一致率が高いことが
望まれている。さらなる検出能力の向上のため、形態的に陽性な検体を元に、正常細胞は
現れず幼若な顆粒球が現れる領域を仮定し、骨髄性とリンパ性異常細胞の検出能力の改良
を試みた。今回は検出能力の更なる向上を目指して、正常細胞の出現しない領域について、
形態検査結果から幼若細胞の出現領域を推定することで、異常細胞が骨髄球系かリンパ球
系かの一致率の向上を試みた。また、骨髄系とリンパ球系の領域に分布する、いわゆる単
核球系の小型から中型の幼若細胞について、分布異常を検出する分析法を確立し、その臨
床的有用性の検証を行った。すなわち、スキャッタグラム上でリンパ性および骨髄性の異
常細胞（小から中サイズの単核球）の分布パターンを検出するため、新しい分析法を開発
し臨床的な有用性の評価を行った。 
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3.4.2 材料と方法 
 
Ａ. 装置 
全自動血球計数器 CelltacＦを使用する。このコンパクトな分析器は、55μL の血液から、
白血球分類を含む測定をすることが出来る。分析結果は 45 秒ごとに表示される。白血球５
分類（リンパ球、単球、好中球，好酸球，好塩基球）を含む２２項目を測定する。フラッ
グの解釈のために、異常細胞および／または幼若細胞の存在を確かめることが求められる。
４つの白血球フラッグ、すなわち芽球（BL），幼若顆粒球（IG），左方移動（LS），異型リ
ンパ（AL）がある。急性骨髄性または急性リンパ性白血病の検体を測定すると、特徴的な
スキャッタグラムを表示し、容易に検知出来ることが示唆される 86)。CelltacＦは、無染色
法による、独自の試薬とレーザ技術を用いており、３次元スキャッタとインピーダンス法
を組み合わせている。データマネジメントソフトをインストールした外部 PC に全ての測定
データを保存することができ、PC とは USB ケーブルで接続される。 
 
Ｂ. 試料 
 インフォームドコンセントの後、成人ボランティア検体、または検査用に採取された患
者検体の残りを、EDTA で抗凝固処理した。室温（18～22℃）で保存し、採血より４時間以
内に測定を行った。測定と同時に、塗抹標本のギムザ染色を行った。形態的な異常は血液
専門の検査技師により評価され、分類結果をパーセンテージで表した。検体は全て、わか
こう会病院、近畿大学病院、Motor 病院（チェコ・プラハ）の検査室、および日本光電工業
（株）、大阪府立看護大学のボランティアより採取された。 
 
Ｃ. 試薬 
試薬はすべて日本光電工業（株）純正試薬を用いた。希釈液は ISOTONAC･3、インピーダ
ンス用溶血剤は HEMOLYNAC･3、洗浄液は CLEANAC･3、CLEANAC の２種類を使用した。白血球
５分類用溶血剤は著者らが発明したアメリカ特許第 5747343 号 “LEUKOCYE CLASSIFICATION 
REAGENT” で開示した試薬のうち EXAMPLE 1 に示した試薬を用いた。すなわち、溶血剤は
ポリオオキシエチレン系アニオン界面活性剤の一種であるポリオキシエチレン（３）アル
キル（C12-13 混合物）エーテル硫酸ナトリウム[Sodium polyoxethylen(3) alkyle(C12-13 
mixture) ether surface]（ 化学式：C12-13-O-(CH2CH2O)3-SO3Na ）を使用した試薬を用いた。 
 
Ｄ. 校正と精度管理 
装置の校正は作成したガイドラインに従って行った。試験期間中は３レベル（低値、正
常、高値）を使用し装置の精度管理を行った 89)。 
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Ｅ. 方法 
異常細胞を検出するための新しいフラッグによる造血性腫瘍細胞の検出能力を評価した。 
すべての評価は顕微鏡による形態学的試験結果に基づいた。計測された CBC およびスキャ
ッタグラムのデータをストアし、ギムザ染色標本観察法により異常性を指摘されたものに
対して、スキャッタグラムを Retrospectively に解析された。 
 
１．幼若顆粒球領域(immature granulocytes area)および新分析法の決定(Study 1) 
正常細胞だけが出現している１００検体を用いた。このサンプルを測定・分析した結果
をスキャッタグラムに展開し、ひとつのスキャッタグラム上にすべてのイベントを積算し
たプロットを作成した。このイベント深度解析図より正常白血球細胞が Size 軸の上方には
存在しないことを検証した 90)。 
次に異常細胞が出現している６００検体を用い、すべての検体に対してスピナによる血
液塗抹標本の作成後に普通染色を行った。この標本は熟練技術者（臨床検査技師）により
２００－３００個の細胞について目視分類を行い、顕微鏡観察による形態学的な分類によ
って表 3.7 に示したカテゴリの定義に基づきグループ分けを行った。幼若顆粒球(IG: 
Immature granulocytes)は、前骨髄球(promyelocyte)から後骨髄球(metamyelocyte)として
定義した。このサンプルを測定・分析した結果をスキャッタグラムに展開し、同じスキャ
ッタグラム上にすべてのイベントを積算したプロットを作成した。このイベント深度解析
図より幼若顆粒球が現れる領域を検証した。 
 
表 3.7 顕微鏡観察の目視分類によるカテゴリの定義 
 
 
カテゴリ３のグループは、幼若顆粒球出現比率が高く５％を超え、杆状球(BAND)の出現
比率が低く２％未満であるため、その検体計測結果は Size-Complexity スキャッタグラム
上の未熟顆粒球の定義のために使用した。カテゴリ３の検体は幼若顆粒球(IG)が５％を越
え、杆状球(BAND)が１０％未満であり、カテゴリ３＋のサンプルは幼若顆粒球(IG)が５％
を越え、杆状球(BAND)が１０％を越える。従って、カテゴリ３と３＋との比較により杆状
球(BAND)の出現領域を特定した。その結果を基本として、カテゴリ３と１との比較により
幼若顆粒球(IG)の出現領域を特定した。これから幼若顆粒球を含む単核球領域を特定した。 
新しく定義した幼若顆粒球(immature granulocytes)領域の検出能力は IG フラッグの一
致率により評価を行った。評価には２５９検体が使用された。正常細胞の出現しない領域
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について、形態検査結果から幼若細胞の出現領域を推定することで、異常細胞が骨髄球系
かリンパ球系かの判定手法の精度向上を試みた。 
 
２．新フラッグの考案および骨髄系とリンパ系の一致率(Study 2) 
１で特定した単核球領域において、骨髄系とリンパ球系の領域に分布するいわゆる単核
球系の小型から中型の幼若細胞について、イベント分布の異常を検出する分析法を確立し
た。そして、末梢血塗抹標本観察による形態学的に陽性な骨髄系の３００検体、および、
リンパ系の２０２検体を使用した。真理値表(Truth Table)を用いて骨髄性系とリンパ球系
の一致率(agreement)を評価し、臨床的有用性の検証を行った。  
 
３．慢性リンパ性白血病細胞の検出能力(Study 3) 
慢性リンパ性白血病( CLL : chronic lymphocytic leukemia )細胞が存在する２１検体
を使用して、３で考案した新フラッグによる CLL 細胞の検出能力を検証した。 
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3.4.3 結果 
 
１．幼若顆粒球領域(immature granulocytes area)および新分析法の決定(Study 1) 
検出した細胞によるイベント深度解析図は、表 3.7 で示したカテゴリごとに分類した検
体のスキャッタグラムについてイベント積算を行い、イベント数を色調変化により表現し
た。Size-Complexity スキャッタグラムの深度解析の結果は図 3.21 の通りであった。カテ
ゴリ 1 の Size 軸の上方には正常細胞イベントが存在しない領域があり、それは図 3.22 に
赤枠で示す通りであった。 
 
 
Category 1: (n=24)  
IG% = 0, BAND% = 0-9.9 
Category 2: (n=32)
IG% = 2.0-4.9, BAND% = 0-9.9 
Category 3: (n=46) 
IG% > 5, BAND%= 0-9.9 
Category 1+: (n=54) 
IG%= 1.0-1.9, BAND% > 10 
Category 2+: (n=62)
 IG% = 2-4.9, BAND% > 10 
Category 3+: (n=56) 
IG% > 5, BAND% > 10 
 
図 3.21 Size-Complexity スキャッタグラムの深度解析の結果 
 
 
 
図 3.22 Category 1 のスキャッタグラムの深度解析の結果 
（赤枠内は正常細胞イベントが存在しない領域） 
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幼若顆粒球(IG)が多く出現している分布（幼若顆粒球出現比率は５％を超え、杆状球
(BAND)の出現比率は２％未満）であるカテゴリ３のスキャッタグラムの深度解析の結果結
果は図 3.23に示すとおりであった。カテゴリ３のスキャッタグラム深度解析結果は、幼若
顆粒球(IG)と杆状球(BAND)の両方が出現している分布（幼若顆粒球(IG)が５％を越え、杆
状球(BAND)が１０％を越えたもの）であるカテゴリ３＋との比較により杆状球(BAND)の出
現していない幼若顆粒球出現領域を考慮し、図 3.24に示した Size-Complexity スキャッタ
グラム上のオレンジ色線の枠内を幼若顆粒球を含む単核球領域として特定した。 
この結果を受けて、図 3.25に示すとおり単核球領域の最適化のために領域を拡張し、解
析方法の最適化を行った。図 3.26は最適化前、図 3.27は最適化後の解析方法である。 
 
 
図 3.23  Category 3 のスキャッタグラムの深度解析の結果 
（赤枠内は幼若顆粒球出現イベントが存在する領域） 
 
 
 
図 3.24 新分析法のための Size-Complexity スキャッタグラムにおける単核球領域 
 
 
図 3.25 新分析法のための Size-Complexity 単核球領域の最適化のための領域拡張 
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図 3.26 最適化前の IG 領域と Blast 領域の解析方法 
 
ＩＧＩＧ
Ｂｌａｓｔｓ
 
図 3.27 最適化後の IG 領域と Blast 領域の解析方法 
 
 
 
表 3.8は、新しく定義された IG エリアの検出率である。IG フラッグの陽性率は、形態観
察にて幼若顆粒球出現率が 1～4.9%の検体では 89.4%、出現率 5%以上の検体では 100%であ
った。この新しい分析法は、骨髄性・リンパ性の異常細胞（単核の小～中サイズの細胞）
から得られる異常スキャッタ分布を検出するように考案した。これは２つの新しいフラッ
グであり、リンパ球－単球干渉干渉（LMI）フラッグと小型有核細胞（SNC）フラッグであ
る。LMI フラッグは新しく定義された単核球エリアの異常分布検出分析に基づいている。一
方、SNC フラッグは白血球の光学カウントとインピーダンスカウントの分析に基づいており、
方法によるカウントの差は溶血効果の違いに依存しており、特定の異常細胞では差が生じ
た。この新しい分析法の効果の検討は次の Study2 にて行われた。   
 
 
表 3.8 新しく定義された IG エリアの陽性検体検出能力 
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２．新フラッグの考案および骨髄系とリンパ系の一致率(Study 2) 
 形態観察で異常細胞が 0.3%以上みられた検体を使用した。表 3.9 はリンパ性・骨髄性そ
れぞれでの検出率である。異常細胞の割合が低い検体も含まれているが良好な結果が得ら
れた。骨髄性(n=300)の 94.3%、リンパ性(n=202)の 83.7%で、異常フラッグがみられた。フ
ラッグ検体では次の造血腫瘍細胞が見られた。急性リンパ性白血病（ALL），急性骨髄性白
血病（AML），慢性リンパ性白血病（CLL），慢性骨髄性白血病（CML），成人Ｔ細胞性白血病
（ATL），非ホジキンリンパ腫（NHL）。 
芽球の出現した検体では、LMI フラッグが多く見られた。赤芽球 5%以上の検体では、リ
ンパと単球の間に分布は見られなかった。SNC フラッグは CLL，ALL，NHL，ATL 検体の多く
で見られた。 
 
表 3.9 新しい分析法における陽性検体の骨髄系とリンパ系の一致率 
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３．慢性リンパ性白血病細胞の検出能力(Study 3) 
CLL検体の検出能力を評価するためにピックアップした21検体の分析結果を表3.10に示
す。改良前フラッグでは 6 検体が見逃されたが、新分析法によりすべての検体で LMI また
は SNC フラッグが認められた。 
 
表 3.10 ＳＮＣ・ＬＭＩフラッグによる慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)細胞の検出能力 
Other flags: AL [Atypical Lymphocyte flag], BL [Blast flag], LS [Left Shift flag], IG [Immature Granulocyte flag] 
%MNC: mononuclear cell percentage, LY#: Lymphocyte absolute count value 
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3.4.4 考察 
我々は細胞の前処理に無染色法を用い、計測系に３方向の散乱光角度分析とインピーダ
ンス法による白血球計数を併用した CelltacF（MEK-8222）を開発した。その基本性能は
すでに検証されており、異常細胞検出能が臨床的に有用であり、特に大型の幼若細胞検出
能がすぐれていた。大型幼若細胞領域には正常細胞が出現しないことが大きな特徴であっ
た。前節の報告にもあるように 86)-88)、ＣＢＣ値と正常白血球の分類の分析結果は良好であ
り、異常白血球が存在する場合において有用な検知能力を示したが、異常細胞が骨髄系か
リンパ系かの一致率については、改善が望まれていた 91)。一方、小型から中型にかけての
芽球と異常リンパの検出能にも改善が望まれていた。 
IG のエリアは図 3.24 に示される Size-Complexity（FS-FL）スキャッタグラムの単核球
領域にあり、この事が骨髄性の異常検体について高い検出能力をもたらした。この単核球
領域のリンパと単球の間の領域に着目した LMI フラッグは、FS-FL スキャッタグラム中のリ
ンパと単球の間の通常ではないイベントを検出することとなり、陽性検体の小～中サイズ
の異常単核球細胞の検出が示唆された。さらに、電気抵抗法と光学分析法間の白血球数に
数的異常のあるデータ、すなわち SNC フラッグをレトロスペクティブに解析したところ、
多くの CLL 検体を検出することができた。今日まで CLL 検出は難しいとされてきたが、LMI
と SNC フラッグによる効果的な検知が示唆された。このカテゴリは、形態観察におけるリ
ンパ球から前リンパ球への“シフト”の存在が示唆された。 
 結論として、本研究において白血球の数的異常と同様に、単核球領域における異常分布
を検出できる新しい分析法を考案した。新しいフラッグである SNC と LMI は、造血腫瘍細
胞の検出力を向上させた。CelltacＦフラッグによるリンパ性・骨髄性異常細胞の検出力は
良好であり、リンパ性白血病、とくに CLL の検出に有効であった。 
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3.5 小括   
本研究では無染色法によるフロー方式の白血球分類装置の検討を行った。現在、多くの
白血球分類測定系で採用されているフローサイトメトリ法では、細胞浮遊液をフローセル
に送り、細胞１個１個を遊離した形でフローセル内を通過させ、その細胞に光を照射した
時に生じる散乱光強度情報や吸光度情報などを検出する。白血球分類の試みは染色細胞の
吸光度と前方散乱光で行われた。フローサイトメトリ法を用いた細胞分類には(1)染色手法
などにより細胞の特徴を強調した状態で検出する方法(2)そのままの細胞の構造情報を得
る方法の大きく２つの手法があり、染色手法を用いた場合には特徴づけした情報が得られ
るが、非特異反応の影響を受けないようにする必要が生じてしまう。一方、光散乱による
細胞分類は前方散乱光が細胞の大きさに関連し、側方散乱光は反射率・屈折率・核の形態
との依存関係が明らかにされていた。散乱光強度を球形粒子の光散乱に関する Mie 理論を
基本に考えると粒子径と入射波長に依存して散乱パターンが異なるが、homogeneous 球状粒
子を対象としているため赤血球のような細胞に適しているが、有核細胞の解析への適用に
は向いていない。それゆえ、これまでは形態情報の代替検出法として染色手法による細胞
構造の特徴を強調や、モノクローナル抗体を用いた細胞表面マーカによる標識の検出によ
り形態分類情報を得てきたが、得られる計測情報にありのままの細胞構造解析が反映され
ないことや、特異反応の影響を受けることがあり、人の目による細胞微細構造観察を直接
反映させることが困難であった。 
本研究では全血に赤血球溶解のための溶血剤を用いた。著者らの発明した独自の溶血技
術により白血球はそのままの状態の細胞浮遊液が調整され、細胞がそのままの状態の有核
細胞の細胞微細構造情報を計測することを可能とした。これによりヒト有核細胞からの散
乱光強度を細胞に含まれる無数の小粒子集団の散乱光の和として捉えることができ、細胞
に直接光を照射して得られる散乱光の角度分布情報から、ありのままの構造情報を取得す
ることができた。すなわち、鏡検所見と関連した視認性の優れたスキャッタグラムを得る
ことができた。 
一方、散乱光の検出角度範囲が適当でない場合、前方大角散乱光強度と前方小角散乱光
強度とを軸としたスキャッタグラムでは、リンパ球と単球が近接して分布してしまう。こ
の分布を分離させることができれば精度のよい測定を行うことができる。また同様の場合、
好中球と好酸球も近接しているため、分布を離れさせることができれば精度の良い測定を
行うことができる。さらに、大型幼若細胞が存在する場合には、前方大角散乱光強度と前
方小角散乱光強度とを軸としたスキャッタグラムでは、好中球と大型幼若細胞の分布が近
接しているため、検出角度範囲が適当でない場合では混同するおそれがあった。 
本研究においてはこれらの問題点を解決するために、無染色細胞を対象に散乱光検出角
度を最適化した光学系を考案し３方向の散乱光強度分析システムを搭載したフローサイト
メトリでのヒト有核細胞微細構造の新しい分析法に関する研究を行った。本研究では有核
血液細胞に光を照射して白血球を分類するフローサイトメータの散乱光検出角度範囲を最
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適に設定した。正常白血球分画ではリンパ球と単球の分布、および正常細胞である単球・
好中球と大型幼若細胞の分布と好中球の分布がクロストークせずに大型幼若細胞検出能が
高い正常白血球分類計測ができることを明らかにした。この３次元計測ではヒトの正常有
核細胞で単球分布の重心アドレスが最も安定しており、これを基準とした解析アルゴリズ
ムを構築することにより、正常細胞領域にクロストークしている単核球系の小型から中型
の幼若細胞について、単核球系細胞の分布異常を検出するフラッグおよび小型幼若細胞の
数的異常を検出するフラッグを考案し、このフラッグが腫瘍細胞・異常細胞の存在も検知
できることを明らかにした。すなわち、健常成人検体、患者検体および造血器腫瘍患者検
体を用いた評価において、この新しい分析法の異常細胞の出現を知らせるフラッグ表示機
能が高い精度を持っていることを明らかにした。 
我々は検出能力の更なる向上を目指して、正常細胞の出現しない領域について、形態検
査結果から幼若細胞の出現領域を推定することで、異常細胞が骨髄球系かリンパ球系かの
一致率の向上を試みた。その結果として、単核球系細胞の分布異常を検出するフラッグ、
および、小型幼若細胞の数的異常を検出するフラッグを考案し、この新しいフラッグによ
る造血器腫瘍細胞、慢性リンパ性白血病細胞、異常細胞の検出能力を検証した。目視法に
より異常細胞が 0.3％以上出現していた造血器腫瘍検体を用いて、フラッグの一致率を骨髄
球系とリンパ球系に分けて検証したところ良い結果が得られた。CLL ではこれまでの自動血
液分析装置では、正常リンパ球との識別が困難とされていたが、新しい解析法は特にリン
パ性の白血病、特に CLL 検出に有効であった。 
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第４章 
血液学分野における標準化と基準分析法 
 
 
 
4.1 本章の背景 
4.2 本章の目的 
4.3 自動血球分析装置のための精確さと追跡性の検討 
4.4 小括 
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第 4 章 血液学分野における標準化と基準分析法 
 
4.1 本章の背景 
近年、世界的に検査室の品質と能力に関する要求が高まり、ISO9001: 2000「品質マネー
ジメント・システムへの要求事項」、および、ISO17025: 1999「試験所と検定機関の能力に
対する一般的要求事項」の両者が、ヒト検体を取り扱う臨床検査室を対象に ISO 15189: 
2003「臨床検査室－質と適合能力に対する特定要求事項」としてまとめられた 92)-94)。
ISO15189 は分析結果の妥当性を確認するために、測定システムは国際単位である SI 単位
に向けて追跡可能であることを求めている 94)。その追跡性を明確にすることで、臨床検査
室が提供する分析値の信頼性に不確かさ 95)（信頼性の範囲）の情報を明記することができ
るようになる。中間媒介物（標準物質、比較参照物質）による分析値の SI 単位に向けた切
れ目のない繋がりは図 4.1に示すとおりで、この概念は ISO17511: 2003「体外診断用医薬
品・医療機器-生物試料の定量測定-校正物質／管理物質の表示値計量学的トレーサビリテ
イ」に示されている 96)。 
分析値の SI 単位に向けた切れ目のない繋がりを理解するための重要な用語は、追跡性
（Traceability）、伝達性（Transferability）および比較性（Comparability）である。追跡
性とは分析結果が SI 単位に向けて追跡できるかどうかを示す 97)。すなわち、市販分析器の
分析値が一次校正器（Primary Calibrator）の分析値まで遡って追跡可能かどうかを示す。
校正器は「キャリブレータ」と呼ばれ、「キャリブレータ｣は単に標準物質または比較参照
物質のみを示す場合が多いが、実際は国際血液学標準化委員会（ICSH, International 
Council for Standardization in Haematology）や体外診断用医療用具 (IVD, in vitro 
diagnostic medical device) の定義にも示される通り、装置・試薬・標準物質、比較参照物
質のすべてを含む概念である 98)。 
また、図 4.1で示す ISO17511: 2003 による参照法（Reference method）の表現があい
まいなため、本論文では ICSH で定義した参照法（Reference method）を基準分析法と表
現し、一般的な比較参照法（Comparative method）と区別した。ICSH による方法に関す
る用語の定義は３つあり、①絶対法（Definitive Method）「十分な検討に基づき、もっとも
正確･精密な値を測定し得ると認められた方法」、②参照法（Reference Method）「絶対法と
比べたうえで、十分正確･精密と認められた方法」、③選定法（Selected Method）「正確さ、
精密さ、目的、省力、経済性、簡便性の点から、検査室用として信頼性があると認められ
た方法」である。 
一方、測定値の信頼性の程度は、かたよりの成分を示す真度（Trueness）、ばらつきの成
分を示す精度または精密さ（Precision、ICSH では精密度という）により表現されており、
前者は系統誤差であり後者は偶然誤差と呼ばれる。また精密で正確であるという意味で、
両者をまとめて精確さまたは正確さ（Accuracy、ICSH では正確度という）などの用語に
より表現されている。ICSH の定義によれば、正確度は「推定された値と真値の間の一致度･
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不正確の程度･量により示す」と表現され、精密度は「反復測定値の一致度」と表現されて
いる 99)。 
一次校正器には、SI 単位、一次分析法（基準分析法）および一次標準（標準物質）が含
まれる。図 4.1に示すように一次校正器においては、一次分析法では SI 単位を用いて評価
することが大切である。これは比較性（Comparability）と呼ばれる 99)。二次校正器には、
一次分析法（基準分析法）および二次標準（比較参照物質）が含まれる。一次標準（標準
物質）は上位の一次校正器から直下の二次校正器に精確さを伝達するための中間媒介物と
して使用される。 
血液検査領域の中間媒介物としては新鮮血液と市販標準血液がある。一次標準には新鮮
血液が使用される。二次標準は「キャリブレータ血液」または単に「キャリブレータ」と
呼ばれ、通常は保存血液が用いられる。精度管理のための市販標準血液は「コントロール
血液」または単に「コントロール」と呼ばれ、これはあくまでも精度管理用血液であり装
置を校正するためのものではない。中間媒介物を使用することで、一次校正器で得られる
分析値の精確さは二次校正器の分析値に伝達される。このような上位と下位の校正器間に
おける分析値の適合性を互換性（Commutability）と呼ぶ。最上位から下位までの分析値の
精確さの伝達特性を伝達性（Transferability）と呼ぶ。すなわち、一次校正器で得られる分
析値の精確さが市販分析器の分析値へ伝えられることをいう。 
しかし、長さ･重さ･容積･濃度などに基づく物理量の国際標準器が存在しない臨床検査分
野では、SI 単位で追跡できない項目が多い。血液学的検査の全血球数（ＣＢＣ：Complete 
Blood Count）検査では、一定容積あたりの細胞数を計測するため、あたかも国際標準が存
在するかのようにみえる。従来、細胞数算定ではガラス計算板法が基本であったが、現在
では自動血球計数装置を利用した方法が推奨されている 100)101)。従ってＣＢＣ検査には絶対
法（Definitive method）99)が存在しないため、SI 単位表示が可能であるにもかかわらず追
跡可能なものとして扱うことができない。日本では 2004 年に日本適合性認定協会（JAB, 
The Japan Accreditation Board for Conformity Assessment）により SI 単位で追跡可能な
項目が JAB RL 310-2004「認定の基準についての指針－臨床検査室－」で示された。しか
し、全血球数や白血球百分率についての表記はなかった 102)。これは検査材料・測定対象の
特殊性に起因している。すなわち、血球という生きている細胞を対象としているため、広
く検証できる標準物質が確立できない。SI 単位に直結する分析法が確定されていないため
追跡性と伝達性が明確とはいえない。特に、「校正と管理」に関する標準化の考え方におい
て、国際臨床化学会と国際血液検査標準委員会の考え方には基本的な差があるため、血液
検査学における血液計測技術の現在の限界について十分理解した上で、協議検討していく
必要がある。 
血液国際標準化の作業過程は ISO 規格検討を主導に行われているが、標準化の作業が医
療に本質的に貢献できるものとなるためには、異なる技術分野間のディスカッションによ
り、偏りのない標準化案が提案されることが必要である。 
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4.2 本章の目的 
本章においては自動血球分析装置のための精確さと追跡性の評価が述べられている。本
研究においては前節で提示した問題点を解決するために精確さと追跡性の概念図を作成し、
SI 単位に向けた切れ目のない繋がりを理解するための重要項目である、追跡性
（Traceability）、伝達性（Transferability）および比較性（Comparability）を明らかにす
ることを目的とした。 
特に、比較性（Comparability）に関しては、各項目の参照法を明示し SI 単位表示が可
能であるにもかかわらず追跡可能なものとして扱うことができない項目を明示した。そし
て、選択された基準分析法が ICSH や CLSI などの国際的に認知された標準法であること
を明示した。 
図 4.1 のように一次校正器の精確さは市販装置まで切れ目なく伝達していることを明ら
かにし、中間媒介物の使用による上位と下位の校正器間における分析値の適合性である互
換性（Commutabiliry）についても明らかにすることを目的とした。 
 
 
  
図 4.1 中間媒介物による分析結果のＳＩ単位へ向かう切れ目のない繋がり（ISO 17511:2003） 
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4.3  自動血球分析装置のための精確さと追跡性の検討 
 
4.3.1 緒言 
血液試料がもつ特性により、臨床血液検査では所内標準システム（ In House 
Standardization System）としての校正器階層の確立が必要である。ここでいう校正器と
は、日常分析法を含む各階層における、装置・試薬・標準物質も指している。現時点では
製造業者で定められた精確さと追跡性の概念図によって精確さが切れ目なく伝達している
ことを確かめることが非常に重要である。物理量に基づく項目に関して、SI 単位に向けて
追跡可能な基準分析法が選択されるが、分析値の項目が長さ・重さ・容積・濃度などの物
理量として追跡できない場合には、国際的に認知された標準法を選択する必要があり、血
液検査領域では基準分析法として ICSH 勧告法や CLSI の方法を選択することが望ましい。 
 
4.3.2 材料と方法 
Ａ. 精確さと追跡性 
中間媒介物（標準物質、比較参照物質）による SI 単位へ向かう切れ目のない繋がりは図
4.2に示すとおりである。作図にあたり、一次校正器で選択された分析法の比較性が記述で
き、分析法が中心となるように図 4.1を改変した図 4.2を用いた。 
 
  
図 4.2 分析法と比較性に基づいた分析結果のＳＩ単位へ向かう切れ目のない繋がり(本研究のシステム) 
 
 
自動血球分析装置の精確さ保証を検証するために比較性、追跡性および伝達性について
検討し、中間媒介物および社内品質管理センター（QC センター）に設置した参照装置の役
割について明らかにした。筆者らはその結果を図 4.2に準拠して作図し、「分析法と比較性
に基づいた SI 単位への切れ目ない繋がり（本研究のシステム）」を検討するために、以下
の項目について図中で繋がりを明らかにし、その結果を示した。作図における重要検討項
目は以下の通りであった。 
 87
１．一次校正器における比較性 
a) ヘモグロビン濃度 
b) ヘマトクリット 
c) 赤血球数、白血球数 
d) 血小板数 
２．校正器 
a) 一次校正器 
b) 二次校正器 
c) 実用校正器（三次校正器） 
３．校正器間の中間媒介物による追跡性 
a) 一次校正器と二次校正器間の中間媒介物 
b) 二次校正器と実用校正器間の中間媒介物 
c) 実用校正器と市販装置間の中間媒介物 
 
Ｂ．伝達性の検討 
伝達性はヘモグロビン濃度を例として検討した。一次標準（標準物質）としての
新鮮血液試料１０検体を使用し、一次校正器、二次校正器および市販装置の分析値
を比較した。 
 
 
Ｃ. 二次校正器としての Celltac F システムの検討 
１．装置 
CelltacＦは赤血球数と血小板数の算定のために電気抵抗式検出器を備えており、粒度分布
上で血小板と赤血球を分ける最適な閾値を自動的に設定できる。また自動的に血球パルス
を分析する回路と、血球の舞い戻りを減少させるように設計された検知部を組み合わせて、
血球信号パルスの電気的な検出不能時間を高速デジタル信号処理によって最小にしている。
この技術によって次のパルスと前のパルスが偶然に重なる影響を最も小さくすることがで
きる。この新しい技術により、測定中の電気抵抗式検知部における血球同時通過と血球再
循環の影響が最小となる 103)。 
２．試薬 
試薬はすべて日本光電工業（株）純正試薬を用いた。 
３．直線性 
健常人ボランティアから採血し、濃縮血液と希釈血漿を作製した。希釈血漿として粒子
が存在しない血漿が必要となるため、濃縮血液と同じ血液からＰＰＰ(Platelet Poor 
Plasma)を作製し、これをろ過した血漿を用いた。その後、濃縮血漿と希釈血漿を段階希釈
した 104)。段階希釈が正確に行われたかどうかを相関係数で確認した 105)。 
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4.3.3 結果 
Ａ. 精確さと追跡性 
日本光電工業株式会社の自動血球分析装置における精確さについて検証した結果の全容
は図 4.3 に示すとおりであった。社内品質管理センター（ＱＣセンター）は一次校正器、
二次校正器および実用校正器（三次校正器）で構成される。一次標準（標準物質）として
新鮮血液を使用し、CBC 参照値はＱＣセンター内の参照装置で値付けを行い、一次校正器
から二次校正器へ精確さが適正に伝えられた。分析値の精確さは図 4.3 に示したとおり市
販装置から一次校正器へ遡ることができたため、参照値へ向かう追跡性は妥当であった。
この図により一次校正器における比較性、各校正器および中間媒介物を検討し各々の関係
を検討した。詳細は以下に示すとおりである。 
自動血球分析装置の精確さ保証を検証するために比較性、追跡性および伝達性について
検討し、中間媒介物および社内品質管理センター（QC センター）に設置した参照装置の役
割について明らかにした。 
筆者らはその結果を図 4.2 に準拠して作図し、「分析法と比較性に基づいた SI 単位への
切れ目ない繋がり（本研究のシステム）」を検討するために、以下の項目について図中で繋
がりを明らかにし、その結果を示した。 
 
本章においては自動血球分析装置のための精確さと追跡性の評価が述べられている。本
研究においては前節で提示した問題点を解決するために精確さと追跡性の概念図を作成し、
SI 単位に向けた切れ目のない繋がりを理解するための重要項目である、追跡性
（Traceability）、伝達性（Transferability）および比較性（Comparability）を明らかにす
ることを目的とした。比較性（Comparability）に関しては、各項目の参照法を明示し SI
単位表示が可能であるにもかかわらず追跡可能なものとして扱うことができない項目を明
示し、選択された基準分析法が ICSH や CLSI などの国際的に認知された標準法に追跡可
能であることおよび一次校正器の精確さは市販装置まで切れ目なく伝達していることを明
らかにし、中間媒介物の使用による上位と下位の校正器間における分析値の適合性である
互換性（Commutabiliry）についても明らかにすることを目的とした。 
 
 89
  
図 4.3 正確度と追跡性（日本光電工業株式会社により供給される自動血球分析装置） 
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１．一次校正器における比較性 
物理量に基づく項目では SI 単位に向けて追跡可能な基準分析法を選択し、物理量で追跡
できない項目には国際的に認知された標準法を選択しており、一次校正器における比較性
は妥当であった。一次校正器は基準分析法、参照装置、および標準物質により構成される。
これらのうち CBC に関する基準分析法は ICSH 勧告法 や CLSI の方法による値を基準と
した 100)101)106)108)111)114)。  
 
a) ヘモグロビン濃度 106)-108) 
ヘモグロビン濃度の基準分析法は ICSH 勧告法や CLSI の方法による値を基準とし
た 106)108)。ヘモグロビン濃度は物理量でたどることができる唯一の項目であり、SI 単
位に向けて追跡可能であった。この方法では、ヒト血液中のヘモグロビン濃度測定の
ための基準分析法とシアンメトヘモグロビン法による標準物質の作製方法が明示され
ている。ヒト血液溶血のための試薬の成分は基準分析法によって指定されたものを使
用し、指定された試薬と新鮮血液を用いてヘモグロビン濃度に関する標準物質を作製
することができた。標準物質としての試料は 1nm の帯域幅の分光光度計によって
540nm の吸収で測定した。540nm と 504nm の間の吸収の比率によって参照資料の品
質を確認することができ、比率は 1.59～1.63 の範囲内にあった。干渉の存在は 750nm
における吸光度で検出することができ、基準分析法で要求される吸光度 0.002 以下で
あった。 
 
b) ヘマトクリット (PCV) 109)-112) 
ヘマトクリット（全血に対する赤血球の占める割合を示すもので、Packed Cell 
Volume(PCV)とも呼ぶ）の基準分析法は ICSH 勧告法や CLSI の方法による値を基準
とした 111)112)。ヘマトクリットは物理量でたどることができない、すなわち SI 単位に
向けて追跡できない項目であった。基準分析法では遠心器を利用したトラップドプラ
ズマ補正のないミクロヘマトクリット法による PCV 計測値を採用した。二次校正器、
実用校正器および日常分析装置では、基準分析法とは原理の異なる自動血球分析装置
による分析方法を採用する。従って直接ヘマトクリットを計測することができないた
め、自動血球分析装置のヘマトクリット計測では、細胞の容積計測による平均赤血球
容積（MCV）を使用し、RBC と MCV を掛け合わせることで計算して分析値を得てい
た。その結果ヘマトクリット分析結果は％で表示されるものの、二次校正器は標準物
質である新鮮血液で校正された装置である。しかし試薬や計測原理の違いによる不正
確さが大きく、追跡可能な絶対法とはならなかった。 
 
c) 赤血球数, 白血球数 100) 101) 
赤血球数および白血球数算定の基準分析法は ICSH 勧告法や CLSI の方法による値
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を基準とした 100) 101)。赤血球数と白血球数は SI 単位としての物理量でたどることがで
きない項目で、絶対法( Definitive method )が存在しなかった。従って SI 単位表示が
可能であるものの SI 単位に向けて追跡できるものとして扱うことができないため、単
一検知部の電気抵抗式自動血球分析装置を利用した方法が ICSH により提案されてい
る 100) 101)。ICSH-1988100) は新鮮血液による一次標準（標準物質）の値付け方法を明ら
かにし、基準分析法、参照装置、標準物質、およびガラス器具などの使用手順を含ん
でいる。ICSH-1988100) が拡張された ICSH-1994 101)では、赤血球数および白血球数の
算定の同時通過補正の誤差範囲がより厳格になり、総合誤差が赤血球数では 3.5％から
2％となった。ここでは同時通過の誤差が１％以下と規定されており、一次校正器とし
て使用する社内 QC センターに設置された参照装置ではこれを満たしていた。 
 
d) 血小板数 (Plt) 113)-115) 
血小板数算定の基準分析法は ICSH 勧告法による値を基準とした 113)。血小板数は赤
血球数および白血球数と同様に物理量でたどることができないため、SI 単位に向けて
追跡できなかった。この方法は用手法である鏡検による血小板数算定 114)であった。ま
た、ICSH/ISLH により国際的に認知された標準法を次期の血小板数算定の基準分析法
として選定した 113)。この方法は CD61 および CD41 モノクローナル抗体を用いたフロ
ーサイトメトリによるもので、これで得られた赤血球数と血小板数の比率と、電気抵
抗法で算定された赤血球の絶対数を用いて血小板数を算出する間接法である。 
 
 
２．校正器 
a) 一次校正器 
装置と試薬および分析手順は、一次分析法で規定されたものを使用し、参照値が報
告されていたことが確認できた。 
 
b) 二次校正器 
装置の性能は ICSH の規定に基づいた評価を行っていた。一次分析法により値付け
された新鮮血液を一次標準（標準物質）として使用した。装置はこの標準物質により
校正したことを確認した。試薬はすべて日本光電工業（株）純正試薬を用いた。 
 
c) 実用校正器 
実用校正器としては市販装置を使用した。装置の性能は ICSH の規定に基づいた評
価を行っていた 116) 。装置はメーカ指定の方法で校正した 117)。特に直線性 104) 105)と相
関 118)については必要に応じて性能評価を行った。一次校正器で値付けした標準血液を
二次標準（比較参照物質）として使用した。装置は二次標準で校正したことを確認し
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た。試薬はすべて日本光電工業（株）純正試薬を用いた。 
３．校正器間の中間媒介物による追跡性 
校正器間の中間媒介物は各校正器ごとに明確にした。 
 
a) 一次校正器と二次校正器間の中間媒介物 100) 101) 
参照値の精確さは、精確さを伝える中間媒介物として新鮮な血液の試料を使用する
ことで、一次校正器から二次校正器まで伝えた。中間媒介物は一次標準または標準物
質と呼ばれた。 
 
b) 二次校正器と実用校正器間の中間媒介物 100) 119) 
参照値の精確さは、精確さを伝える中間媒介物として保存血液を用いて調整された
市販の標準血液を使用することで二次校正器から実用校正器まで伝えた。 
 
c) 実用校正器と市販装置間の中間媒介物 100) 119) 
参照値の精確さは、精確さを伝える中間媒介物として保存血液を用いて調整された
標準血液を使用することで二次校正器から日常分析装置まで伝えた。精度管理のため
の市販標準血液は日常分析装置への精確さの伝達には使用されておらず、精確さの伝
達には二次標準（物質）である「キャリブレータ」を使用した。 
 
 
Ｂ.  伝達性の検討 
一次校正器、二次校正器および市販装置における一次標準（標準物質）の分析結果は表
4.1に示すとおりであった。ヘモグロビン濃度一次標準（標準物質）を用いて１次校正器か
ら市販分析装置までの分析結果の伝達性を評価したところ、一次校正器との差は 0.2%以内
と良好な結果を得た。 
 
表 4.1 ヘモグロビン分析値の伝達性の評価結果 
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Ｃ.  二次校正器としての Celltac F システム 
CelltacＦの基本性能の検討は良好であり 120)、血小板低値検体に関しても従来機種との相
関が良好であった 121)。また、新しい血小板標準法である ICSH/ISLH によるフローサイト
メトリ勧告法は図 4.4に示すとおりである。この方法と CelltacＦとの相関は良好であった
122) 。試薬と比較参照物質を含む CelltacＦは図 4.3 に示すとおり国際標準法に追跡可能で
あり、２次校正器として適当と判定した。 
 
図 4.4 国際検査血液学標準化委員会／国際検査血液学会によるフローサイトメトリ血小板参照法 
 
市販装置２台の直線性は表 4.2 に示すとおり各々相関係数(R) 0.99 以上と良好であったた
め、計測範囲内の分析結果の精確さを確認することができた。これらの装置は一次標準で
校正を行った後で、二次校正器として使用可能と判定した。 
 
表 4.2 二次校正器の個別直線性評価結果 
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4.3.4 考察 
これまで、WHO(世界保健機関)、ICSH（国際血液学標準化委員会）、NCCLS（米国臨床
検査標準化協議会）、ISLH(国際検査血液学会)などから血液検査標準化については多くの提
案がなされてきた。CBC に関しては SI 単位にトレースできる項目は HGB のみである。 
計数項目は従来のガラス板による視算カウントから基準分析用件を満たした装置の設置
へと動いている。すなわち、WBC/RBC に関しては単一チャネルの電気抵抗法カウントに
よることが ICSH 勧告法として認知されているが国際標準法とはなってはいない。現状で
は各メーカが基準分析用の専用カウンタを設置する必要があり、ユーザで設置することは
現実的にできない状況にある。一方、PLT に関しては従来のガラス板による視算カウント
による方法から CD61/41 モノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリによって得られ
た計測値を基準分析法とする流れがある。この方法では RBC と PLT の比から PLT を算出
するため、RBC の絶対値を別の方法にて計測しておく必要がある。 
ヘマトクリットについては現在トラップドプラズマ補正のないミクロヘマトクリット法
が基準分析法となっているが、いくつかの問題点があった。トラップドプラズマとは全血
を遠心沈殿した時、赤血球層の中にぎっしりと詰まった血球の隙間に閉じ込められた血漿
のことで、健常人で１～３％である。トラップドプラズマは小赤血球性貧血や低色素性貧
血の場合に増加する。ヘマトクリット計測法は①ウィントローブ(Wintrobe)管を用いるマク
ロ法および②毛細管を用いるミクロ法がある。トラップドプラズマの量は測定法により
1.53-5.09%の幅があり 123)、その計測値はミクロ法よりもマクロ法が低値となる。そのため、
迅速で使用血液量が微量でよく、トラップドプラズマが少ないことからミクロヘマトクリ
ット法が基準分析法として採用されている 111)112)。しかし、マクロ法はミクロ法と比較して
遠沈後の毛細管底部と血球層上部での赤血球の脱水および変形状態が異なること、トラッ
プドプラズマを無視しているという点で問題がある。マクロ法は測定精度が高いが臨床検
査室ではほとんど用いられなくなった。一方、電気抵抗法によるヘマトクリットは血球容
積の積分値から計算されるためトラップドプラズマによる影響はないが、基準分析法はト
ラップドプラズマ補正をしないため両者の計測値には原理的な差が生じる。また、血球分
析装置による MCV 測定には低張条件で血球を膨化する方法と、高張条件で血球を縮小させ
る方法があるため、機種と試薬に応じた固有の条件が存在する。 
自動血球分析装置の各メーカは精度を保証するために QC センターを設立し、あらかじ
め決められた手順でもって厳格に運用すべきである。臨床検査室においては、多くの測定
項目が非 SI 単位を使用しているため、計測方法の目標は SI 単位に向かって追跡できるよ
うにすべきであるが、それが SI 単位に向かって追跡できない場合でも、比較性が妥当であ
るかどうかを明らかにすることが、現実的で良い解決方法と言える。従って、現時点で最
も重要なことは各メーカの QC センターに設置された一次校正器が ICSH または CLSI な
どの国際的に認知された標準法を選択しているかということである。 
CBC に関しては前述したとおりであるが、しかしながら、白血球５分類についての基準
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分析法は現在のところ残念ながら確定したものはない。顕微鏡を用いた形態分類による細
胞分類評価基準にはいくつかの方法があり、1992 年には「参照白血球百分率計測と機器評
価法（H20-A）」124)が NCCLS から発行されたものの、白血球百分率の参照値計測の際に、
形態分類に用いる血液塗抹標本の作製法（ウェッジ法・スピナ法）や標本上の観察部位に
より分類値が変わってしまう場合があり、ウェッジ法では適切な観察部位を選定すること
が特に重要である。 
一方、顕微鏡による形態分類による基準分析法とは別に、白血球表面抗原を用いたフロ
ーサイトメトリによって得られた計測値を基準分析法とする流れがある。図 4.5 に５種類
のモノクローナル抗体を用いた３カラー分析による一例を示した 125)。 図の F の単球(Mo)
ゲートの形状が単純な形ではない。かつ、この分析法ではゲート設定に人為的な操作が入
ることになり、基準分析法として適切ではない。さらに洗浄操作が入るため、特定細胞の
容器への細胞付着のような本質的な検討課題を含んでいる。これが基準分析法となるため
には、(1)ゲートの単純化、(2)無洗浄 がキーワードとなる。 
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図 4.5 フローサイトメトリ白血球５分類計測法の一例 
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図 4.6 に著者が検討中の無洗浄試料を用いた単純ゲート分析法によるフローサイトメト
リ白血球５分類計測法の一部を示した 126)。この方法では、存在比率が少ない単球・好酸球・
好塩基球を図に示した抗体を用いて識別する。洗浄操作が必要なモノクローナル抗体の使
用に際しては、希釈倍率を適切に設定することで、無洗浄でのゲーティングが可能となる。
図のゲートの形状は単純なゲート形状となっており、検体に依存しない固定ゲートの設定
が可能となる。これは基準分析法の必要な条件を満たしていると言える。 
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図 4.6 無洗浄試料を用いた単純ゲート分析法によるフローサイトメトリ白血球５分類計測法 
好酸球  (EO) 
好塩基球(BA) 
好塩基球(BA) 
単球(MO) 
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4.4 小括 
日本光電工業（株）の血球分析装置における追跡性の検証を行い、結果として精確さと
追跡性の概念図を作成した。CBC に関する基準分析法は ICSH 勧告法や CLSI の方法によ
る値を基準とした。 
また、装置・試薬・標準物質のすべてを含む一次校正器の精確さは市販装置まで切れ目
なく伝達していることを認めた。そして、ヘモグロビン濃度一次標準（標準物質）を用い
て一次校正器から市販分析装置までの分析結果の伝達性を評価したところ、一次校正器と
の差は 0.2%以内と良好な結果を得た。また、市販装置２台を二次校正器とする場合に必要
な評価を、多項目血球分析装置 CelltacＦ を例に行った。装置の直線性は各々相関係数(R) 
0.99 以上と良好であったため、計測範囲内の分析結果の精確さを確認できた。試薬と比較
参照物質を含む CelltacＦは国際標準法に追跡可能であり、二次校正器として適当と判定さ
れた。 
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第５章 総括 
  
5.1 本研究の成果 
異常細胞の“見逃し”をなくすことは、臨床検査室の自動化に大きな改革をもたらす。
そのためには、形態検査の最終結果報告のために行われる塗抹染色標本の顕微鏡観察によ
る形態検査において、顕微鏡画像のパターン認識装置の細胞識別性能が熟練技術者と同等
となること、そして、形態検査のスクリーニング検査の目的で使用されるフローサイトメ
トリ法において、異常細胞の“見逃し”をなくすことは、臨床検査室の自動化に大きく寄
与し、医療に大きく貢献する。本研究は著者がヒトの血液細胞解析のための微細構造計測
精度の向上とそれを応用した新しい血球分析装置の開発を通して得られた新しい知見をま
とめたものであり、次のような成果が得られた。 
 
(1) 光フーリエ変換の顕微鏡画像認識装置の開発 
血液形態検査の最終工程で実施される顕微鏡画像のパターン認識装置への応用について
検討を行い、核クロマチン構造の定量的な表現に光フーリエ変換を用いた空間周波数情報
を採用した装置を開発し、異常細胞検出能力の向上を図った。開発した装置は造血器腫瘍
症例の自動測定にも充分対応可能であり、この新しい分析法が形態検査の最終工程におけ
る細胞判別に有効であることを、(1)健常成人検体、(2)患者検体、(3) 造血器腫瘍患者検
体の順番で改良を進め、自動化した装置でも異常細胞を確実に検出できることを明らかに
し、異常細胞の“見逃し”をなくすための技術開発に大きく貢献し、確定検査を目的とし
た細胞形態観察検査に関する自動化の実現性を示した。 
 
(2) 光散乱計測の無染色細胞を対象としたフローサイトメトリ装置の開発 
一次スクリーニングで実施されるフロー方式自動血球分析装置への応用について検討を
行い、無染色法によるフロー方式の白血球分類を目的として無染色細胞を対象に散乱光検
出角度を最適化した光学系を考案し、３方向の散乱光強度分析システムを搭載したフロー
サイトメトリでのヒト有核細胞微細構造の新しい分析法を開発し、異常細胞検出能力の向
上を図った。開発した装置はヒト有核細胞からの散乱光強度を細胞に含まれる無数の小粒
子集団の散乱光の和として捉え、細胞に直接光を照射して得られる散乱光の角度分布情報
から細胞のありのままの構造情報の取得を可能とし、鏡検所見と関連した視認性の優れた
スキャッタグラムを得ることに成功した。その結果、正常白血球分画ではリンパ球と単球
の分布、および正常細胞である単球・好中球と大型幼若細胞の分布と好中球の分布をクロ
ストークせずに大型幼若細胞検出能が高い正常白血球分類計測ができることを明らかにし
た。この３次元計測においてヒトの正常有核細胞で分布位置の最も安定している単球分布
を基準とした解析アルゴリズムを構築し、健常成人検体、患者検体および造血器腫瘍患者
検体において、腫瘍細胞・異常細胞の存在も検知できることを明らかにした。さらに、正
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常細胞領域にクロストークしている単核球系の小型から中型の幼若細胞について、単核球
系細胞の分布異常を検出するフラッグおよび小型幼若細胞の数的異常を検出するフラッグ
を考案し、腫瘍細胞・異常細胞の存在も検知できることを明らかにした。また、単核球系
細胞の分布異常を検出するフラッグおよび小型幼若細胞の数的異常を検出するフラッグを
考案し、造血器腫瘍細胞・慢性リンパ性白血病細胞・異常細胞の検出能力の向上を図った。
その結果、造血器腫瘍検体においても骨髄球系とリンパ球系のフラッグ一致率を飛躍的に
向上させ、これまでの自動血液分析装置では正常リンパ球との識別が困難とされていたリ
ンパ性の白血病、特に CLL の検出にも成功した。本研究は異常細胞の“見逃し”をなくす
ための技術開発に大きく貢献し、一次スクリーニングを目的とした細胞形態観察検査に関
する自動化を実現し、製品に反映させ医療に貢献した。 
 
(3) 血液学分野における標準化と基準分析法 
自動血球分析装置の精確さと追跡性の概念図を作成し、SI 単位に向けた切れ目のない繋
がりを理解するための重要項目である、追跡性（Traceability）、伝達性（Transferability）
および比較性（Comparability）を明らかにした。特に比較性（Comparability）に関して
は、各項目の参照法を明示し SI 単位表示が可能であるにもかかわらず追跡可能なものとし
て扱うことができない項目を明示し、選択された基準分析法が ICSH や CLSI などの国際的
に認知された標準法に追跡可能であることおよび一次校正器の精確さは市販装置まで切れ
目なく伝達していることを明らかにし、中間媒介物の使用による上位と下位の校正器間に
おける分析値の適合性である互換性（Commutabiliry）についても明らかにした。本研究は
異常細胞の“見逃し”をなくすための技術開発に大きく貢献し、血液学分野における標準
化と基準分析法を示した。 
 
(4) 医工連携 
本研究を行うに当たり多数の施設の協力を得た。このような広範な協力が安定で有用な
計測装置の開発に役立ったと信じている。また、この研究で得られた多種多様な施設との
協力体制こそ今後の装置開発に役立つものと信じている。本研究の特徴はほとんど全ての
成果が実際に商品化され医療に役立っていることと、医療現場において発生する性能改善
の希望を取り上げて、改善的研究を行ったので数多くの臨床例に支えられていることがあ
げられる。有病患者を対象とする血液学は臨床検査医学においては健常人の生理学的情報
とは性質や特徴が大きく異なる。従って、本研究は医療側の支持と協力によって達成され
たと考えている。このような医工連携こそが、医療機器の性能向上に大きな成果を上げた
最大の理由であり今後ともすすめるべきであると考える。 
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付録 A 光を利用した粒子解析法 
 
【レーザ回折法】 
細胞群の全体情報をひとつの計測結果として得る方法では、散乱光のフーリエ変換面の
回折像から「粒度分布」の情報を得る方法があり、産業用の計測器として普及している。
図 A.1 に示すレーザが平行光として照射されている範囲の全てが計測範囲となり、計測粒
子がどこにいても同じ回折パターンが得られる。通常、広い計測範囲の中には複数の粒子
が存在するため、統計解析により粒径分析の結果が表示される。解析にはフラウンホーフ
ァ（Fraunhofer）回折理論が応用される。しかし、粒子径が１０μｍより小さくなると粒
子による散乱光は屈折率の影響を受けるようになるため、側方散乱光・後方散乱光用の検
出器を設けて粒子径解析が行われる。この計測器は、サブミクロン以下の小さい粒子から
ミリ、メータ・オーダの大きな粒子の粒度分布を計測することができ、産業用の粒子計測
装置として使用されている 5)。  
ﾍﾘｳﾑﾈｵﾝ ﾚｰｻﾞ 
拡大用レンズ 
フーリエ変換レンズ 
粒子の流れ 
検出器アレイ 
コンピュータ 
プリンタ 
 
図 A.1 レーザ回折法による粒子径分析装置 
 
レーザ回折法の基本原理であるフラウンホーファ回折領域に限定して細胞構造解析をす
れば、光の回折現象を利用してフーリエ変換を求めることが出来る6)ことを図A.2に示した。
細胞画像を液晶パネルに表示させると小さい粒子の影響を排除できるのでより正確な構造
解析データが得られる特徴があり、この技術を顕微鏡画像計測へ応用した装置が本研究に
より考案された 7)。 
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図 A.2 光フーリエ変換による細胞構造解析 
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【動的光散乱法】8) 
電子顕微鏡測定レベルの大きさであるナノメータオーダの小さい粒子から、数ミクロン
の大きさの粒子までの粒度分布計測には、粒子のブラウン運動による散乱光の揺らぎを測
定する動的光散乱法が利用される。粒子や細胞は溶液中で並進・回転等のブラウン運動
（Brownian motion）により、その位置や方向を時々刻々変えているため、これらの粒子に
レーザ光を照射し出てくる散乱光を検出すると、その粒子のブラウン運動に依存した散乱
強度の揺らぎが観測される。動的光散乱法では、図 A.3 に示すように散乱光計測側にピン
ホールなどを設置すると、粒子からの散乱光は Young の光干渉実験モデルの様に干渉する
ため、ブラウン運動の様子を散乱光強度の揺らぎとして観測することができる。散乱光の
時間的な揺らぎを観測することで、粒子のブラウン運動の速度（拡散係数）が得られ、そ
の係数から粒子の大きさを知ることができる。 
He-Ne レーザ
ブラウン運動を行っている
コロイド粒子
測定セル
ピンホール１
ピンホール２
光電子増倍管
スリット１ スリット２
光源
スクリーン
強度
P,P1,P2: ピンホール
P
P1
P2
 
図 A.3 動的光散乱法による粒子径分析 
 
【電気泳動光散乱法】 
光散乱測定技術をコアとした粒子径以外の計測では、図 A.4 に示すように光ドップラー
効果を利用して散乱光の周波数変移から「細胞の移動速度」情報を計測できる装置（ヘテ
ロダイン検出）がある 9)。溶液中の粒子にレーザ光を当てると、粒子内部の電子郡はレーザ
光の電場で揺すられて散乱光を発する。溶液中に電場をかけると粒子は電気泳動を始める
ので、この移動速度をレーザドップラー法で検出して電気泳動速度を観察する。この場合、
周波数の変化は微小なので、差ビート信号（うなり）を検出するヘテロダイン方式を採用
する必要がある。散乱光のドップラー効果を測定する電気泳動光散乱法では細胞表面ゼー
タ電位の測定もでき、産業用の粒子計測で使用されている。 
ヘテロダイン法による散乱光の検出の概念
ヘテロダイン法による電気泳動光散乱測定
装置の光学系の概念図
参照光
散乱光
電気泳動粒子
θ
レーザ
光電子
増倍管
 
図 A.4 動的光散乱法による粒子径分析 
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付録 B 空間周波数と光フーリエ変換の原理 
 
B.1 空間周波数 
 
 試作器の測定原理の特徴である「空間周波数」とは、画像を構成する周期構造の細かさ
を表す量で定義され、普通、１ｍｍあたりに含まれる正弦波状の強度分布を持つ格子模様
の周期の数で表す。（図 B.1） 
通常、電気信号の周波数であるＨｚと区別するために、空間周波数と呼ぶ。画像の周期
構造が細かい高周波となり、粗いと低周波となる。具体的には、白血球核抽出画像のクロ
マチン構造を、画像の持つ周期構造として捉えることができるので、わかりやすく、かつ、
定量的に表現できる。 
 
 
図 B.1 空間周波数 
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 B.2 光フーリエ変換の原理 
 装置概要の光フーリエ変換ユニットのアナログ光学演算部は図 B.2 に示す通りである。
空間周波数の検知には、半導体レーザ、レンズ、リングディテクタを用いる。半導体レー
ザからの光は、レンズにより平行光とし、液晶パネルに照射される。空間周波数を得る場
合、中央の液晶パネルに、構造解析した画像を表示して、液晶パネルを通過した光を再び
レンズに通すと、焦点面に回折パターンとして空間周波数が現れる。焦点面において、同
心円状に配置している検出器により検出器の内側で低域、外側で高域、その中間で中域の
空間周波数が検出される。 
 
図 B.2 光フーリエ変換の原理 
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付録 C 電気抵抗法 
 
 電気抵抗法は広く採用されている体積計測方法で最もポピュラーな方法であり、体積計
測のゴールデンスタンダードと言える。ここでは、検出原理の概要、原理的な測定誤差（形
状係数）、原理的なアーチファクトである「非軸通過」、「同時通過」および「再循環（赤血
球舞い戻り）」と解決方法、応用計測として裸核化白血球測定による白血球３分類について
述べることにする。 
 
C.1 検出原理 
粒子が通過する細長い導管で“くびれている電流路”を提供する。図 C.1 に示す通り、
計測対象である粒子を浮遊させた電解液の容器（図左）と何も浮遊していない電解液の容
器（図右）の間に細長い粒子を通過させるための道（細孔）を作る。その細長い導管の両
側に電極を設置して一定の電流を電解液に流すことで、浮遊させた粒子が通過する時の電
気抵抗の変化量を検出することができる。電解液は希釈液と呼ばれ、細胞浮遊用緩衝液と
しての機能（浸透圧調整やｐＨ調整）の他に、電導性液体であるということがこの計測に
おいては重要な、鍵となっている。この検出原理は、1949 年に W.H.コールタ氏によって発
明され、1953 年に世界的な特許を取得し 1956 年に血球計数に応用された 44)-45)。この方法
では測定対象物が電気的な絶縁体である場合に正確な体積情報を得ることができる。 
 
Wallace H. Coulter : MEANS FOR COUNTING PARTICLES SUSPEND IN A FLUID. US PATENT 2,656,508, 
図 C.1 粒子を通過させる細長い導管の原理図の例 
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細胞膜の基本構造はリン脂質の親水性の部分を外側に、疎水性の部分を内側にした脂質
二重層であるので、水との静電気的・水素結合の方が強いイオンは、脂質二重層疎水部に
浸入することができず透過性が無い（図 C.2）。 
細胞
親水部
疎水部
 
図 C.2 脂質二重層 
 
従って、血球は絶縁体と考えることができるのでアパチャを通過する際の電気抵抗変化
は細胞容積（体積）に比例しているといえる。この赤血球を電解液に浮遊させると、赤血
球表面は荷電状態を示す（図 C.3）。 
-
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電気二重層 電気二重層界面電位
←350Å→
 
図 C.3 シアル酸のカルボキシル基によって帯電した赤血球 
 
赤血球表面はシアル酸のカルボキシル基によって負に帯電しているので、陽イオンが赤血
球の陰イオンにより赤血球表面に集まり、密度の高い陽イオンで周囲が覆われる電気二重
層となり、周囲の陽イオン群は赤血球とともに移動する。この界面電位をゼータ電位とい
い、２個の赤血球は一定の距離に近づくことができない。 
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C.2 抵抗変化量と体積 
抵抗値変化量［⊿ｒ］は、通過した粒子体積［ｖ］に比例していて、アパチャ断面積(Ａ)
と電解質の比抵抗［ρ0］とすると、 
v
A
r ⋅Δ 20
ρ
＝  
で近似的に表現できる。それでは、粒子がアパチャを通過する際の電気抵抗変化が容積に
比例していることを示す。図 C.4 に左図は計測用チャンパを横から見たところで、中央に
アパチャを示した。外部電極Ｅ０と内部電極Ｅ１の間に一定の電流を流し、計測する粒子は
左側から右側に通過して円柱アパチャの中心を流れ中央で止まっている瞬間を考える。こ
こでは粒子を円柱形状として考える。 
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図 C.4 電気抵抗法の原理説明のための変数の定義 
 
図 C.4 の［１］は粒子がない時、［２］は粒子が通過時のアパチャの様子を示した。各図に
示した変数は以下のように定義する。 
Ａ、Ｈ：円柱アパチャの断面積（ｍ２）、円柱の高さ（ｍ） 
ａ、ｈ：疑似粒子円柱の断面積（ｍ２）、円柱の高さ（ｍ） 
Ｒ0：粒子がない時のアパチャ電気抵抗値（Ω） 
ρ0 、ρ ：電解質の比抵抗（Ω・ｍ）、粒子の比抵抗（Ω・ｍ） 
ｒ１、ｒ２、ｒ３、ｒ４、ｒＣ：領域１、２、３、４、粒子の電気抵抗値（Ω） 
 
まず、粒子がない時のアパチャ電気抵抗値Ｒ0を考えてみると、[1]式のようになる。 
[ ]100 ΛΛA
LR ⋅= ρ  
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次に、粒子が通過する時のアパチャ電気抵抗値Ｒを考えてみる。粒子がアパチャ円柱の中
心かつ中央にあると仮定しているので、ｒ１＝ｒ３、ｒ２＝ｒ４として合成抵抗を計算すると、
[2]式のようになる。 
( ) ( )( ) [ ]22
2
2
2
2
1
42
42
31 ΛΛ
c
c
c
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rr
rr
r
rrr
rrr
rrR ++=++
⋅+++=  
[2]式の抵抗値を比抵抗（ρ0 、ρ）下記のように表して代入すると、[3]式のようになる。 
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準備ができたので、粒子通過による抵抗変化分 rΔ を計算してみよう。 
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ここで[4]式を粒子体積 [ で表示すると、抵抗値変化量［⊿ｒ］は、 ]lav ⋅=
]5[2
0 ΛΛv
A
r ⋅Δ ρ＝  
となり、『粒子がアパチャを通過する際の電気抵抗変化［⊿ｒ］が容積[ｖ]に比例している』
ことがわかる。さらに、[1]式より粒子のない時のアパチャ抵抗値Ｒ0 とアパチャ体積
で表現すると、 [ LAV ⋅= ]
( ) ]6[00 ΛΛV
vR
LA
v
A
Lr ⋅=⋅⋅
⋅Δ ρ＝  
となり、アパチャと粒子の体積比で決まることもわかる。 
実際に血球分析装置でどのくらいの抵抗値変化を検出しているのかについて、この式で
抵抗計算すると、たとえば、直径１００μｍ、深さ１００μｍのアパチャに直径５μｍの
粒子（白血球を想定）が通過した場合には、抵抗値変化量は約８０ｐｐｍとなり、アパチ
ャ抵抗が１０ｋΩの場合には、０．８Ωという微小変化を検出していることになる。同様
に２ｆＬの粒子（一般的な血小板の最小検出体積）では４ｐｐｍとなり、抵抗値変化はわ
ずか０．０４Ωである。血球分析装置がこのような微小変化を検出するためには高いテク
ノロジー必要であるが、この技術はＰＯＣＴ（Point of care testing）などで活躍してい
るほとんどの装置に搭載されている。 
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C.3 赤血球直径分布と容積分布／Price Jones 曲線とヒストグラム 46) 
Price-Jones 曲線は赤血球を固定して平面的な直径を測定したもので、血球計数装置で
得られる赤血球のヒストグラム（粒度分布曲線）と比較すると、ほぼ近似しているように
見える。1957 年から 1975 年にかけて多くの研究者が赤血球の粒度分布と Price-Jones 曲線
に関する検討を試みられ、England と Down(1974)は、大小不同の大きい場合の粒度分布曲
線は Price-Jones 曲線と類似し、臨床的意義があることを確認した。 
しかし、血球計数装置では動的な赤血球容積を測定しているため、Price-Jones 曲線と
粒度分布曲線の間には原理的な違いがある。つまり、赤血球ヒストグラムには、①電気抵
抗法による動的な容積分布（３次元）、②光学分析法による動的な断面積分布（２次元）、
③長さ計測による固定した直径分布（１次元）の３種類があり、その分布には原理的な違
いがあるため、各分布図の関係は必ずしも良好な相関関係を持っているわけではない。 
そのため、粒度分布曲線からは大小不同症(anisocytosis)を知ることはできるが、奇形赤血
球症(Poililocytosis)を検出することは難しい。たとえば、遺伝性球状赤血球症などの直径
分布では小赤血球の分布にピークを示すが、容積分布では正常赤血球や大赤血球の分布に
ピークを示すことがある。図 C.5 に赤血球直径の大きいものを左側にして、その容積との
関係を示した。たとえば、円板状の正常赤血球(discocyte:90fL)と同じ容積を持つ異なる
直径の異常赤血球が存在し、菲薄赤血球(Leptocyte)の直径は正常赤血球に対して大きく、
口状赤血球(Stomatocyte)、及び球状赤血球(spherocyte)の直径は小さい。一方、これら
の赤血球よりも直径が大きい標的赤血球(target cell)の容積は６０ｆＬと小さい。大赤血球
(Macrocyte)は直径の大きさの差と比較して容積の差は大きい。 
大赤血球 菲薄赤血球 正常赤血球 標的赤血球 有口赤血球 球状赤血球
直径（μm） 9           8.5        7.8           6            5            4
容積（fL） 120         90         90 60          90          90
 
図 C.5 Bessis による赤血球の容積と直径 
 
England と Down(1974)は、シングルチャネルの装置を用いて正常赤血球の粒度分布が右す
そをひいた対数正規分布になることを示した。一方、Bessman と Johnson は(1975)は改良型
の装置を用いると、ほぼ正規分布となることを報告している。正常赤血球の粒度分布が対
数正規分布となった理由のひとつは、血球が通過するアパチャ周辺における電気的感応域
の不均一性であることが指摘された。それは、血球通過位置・同時通過・再循環によるも
のであり、次節で詳しく説明する。 
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C.4 原理的なアーチファクトとその解決方法 
この検出理論にはいくつかの前提があるため、正確な体積計測をするためには、いくつ
か配慮すべき点がある。それらは(1)計測する血球の形状によるもの、(2)血球通過位置・
同時通過・再循環によるものなどである 47)。 
 
C.4.1 計測する血球の形状によるもの -理論形状（円柱粒子）と実測形状（shape factor）- 
ここまでは図 C.5(1)のように粒子は「円柱」としてきたが、図 C.5(2)のように円柱と同
じ体積を持つ球（等価球）を考える場合には、粒子のディメンジョン比（円柱のアパチャ
軸に平行な長さと等価球のアパチャ軸に有効断面積直径）を考慮する必要がある。これは
粒子形状に関わる補正係数である。また、実際得られる波形は図 C.5 (1)のように矩形波と
はならずに図 C.5 (3)のような紡錘形のパルス信号となる。血球は大きさに応じてパルスの
高さが変わる（図 R,P,W）。白血球は球状で通過するが、変形性の高い赤血球は形状が変化
した状態で通過する 48)。この信号を基準として形状係数(shape factor)が定義され、(A)は
形状係数(shape factor)による基準紡錘形粒子、(B)赤血球の水平方向通過、(C)球形粒子、
（D）立位円盤形、(E)赤血球の垂直方向通過の場合で（図 C.5）、たとえば等価球では１．
５となる 49)。 
1
2
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1 2 3 4 5 6
A 1.0
B 1.2
C 1.5
D 2.8
E 2.9
 
図 C.5 形状係数に依存する粒子の形とパルス信号の比較 
 
この係数はアパチャ形状や大きさや計測系の違いによって微妙に異なるので、各メーカ
は血球の種類ごとに一定の形状係数を掛けて補正している。従ってこの係数は計測システ
ム固有のものと考えてよい。形状係数は新鮮血に対するものであることを知っていれば、
新鮮血とは形状係数の異なる血液コントロールによってサーベイを実施する場合には、機
種間差が生じることが当然であることが容易に推測できるであろう。このような背景から、
球形以外の粒子計測における形状の測定値への影響を知ることは標準物質を考える時にと
ても重要である。血球分析装置のサーベイなどに参加する場合や主催する機会においては、
計測粒子（血球）の形状係数の影響を知っておくと良い。形状係数を最も考慮しなくては
ならないのは変形性が高い赤血球である。計測対象である血球は約１０ｍ／秒の速さで０．
 114
１ミリ秒間に穴を通過するため、変形の影響が発生する。赤血球は柔らかく、標準ラテッ
クス粒子は硬い。その中間には裸核化白血球やコントロール血液がある。硬いラテックス
粒子は計測装置の感度調整用として重要な意味を持ち、２μｍ（血小板用）、３μｍ（赤血
球用）、５μｍ（白血球用）の径でサイズの均一性と正常の安定性が高く自然凝集の少ない
器質の保証されたラテックス粒子は、１次標準となり得るものとして扱われていた 50)。そ
の後、ＥＣ委員会のＢＣＲ(Community Bureau of Reference)が粒子サイズと均一性と分散
性の高いラテックス粒子を計測器の容積標準として作成し、２組のキットを提供している。
第 1 のキットは血小板用の直径 2.4μｍ(6fL)／赤血球用の直径 4.8μｍ(59fL)で、第 2 の
キットは白血球用の直径 3.9μｍ(3.3fL)／白血球用の直径 6.9μｍ(176fL)である。ただし、
このラテックス粒子は基準器の正確性の維持、キャリブレータ・コントロールの値付けの
正確度(accuracy)のチェックに使用されるものである。他方、一般検査室では２次標準物
質としての新鮮血、３次標準物質としての管理用血液（コントロール血液）が利用される。
粒子形状に関する問題は単に計測技術だけでなく、サンプルサーベイなどで配布される試
料について考える時に役に立つ。同一検体の新鮮血の配布は小さい範囲のサーベイしかで
きないからである。比較的に大規模なサーベイで配布される試料は半固定コントロール血
液の場合が多いため、機種間差が本質的に存在する。 
 
C.4.2 血球通過位置・同時通過・再循環によるもの 
図 C.6 (A)に粒子が中央を流れている様子を示す。電気抵抗法においては、粒子の(B)「非
軸通過」、(C)「同時通過」および(D)「再循環（赤血球舞い戻り）」の計測パルスへの影響
が指摘されている 47)。 
B: 非軸通過 C: 同時通過 D: 再循環A: 軸通過
電気抵抗法
検知孔
 
図 C.6 電気抵抗法の問題点（非軸通過・同時通過・再循環） 
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(B)「非軸通過」 
(A)のようにアパチャ中央付近では原理通りの紡錘形のパルス信号が観測されるが、粒子
が外側の経路を通過するとエッジ部分でパルスの高さが最も高くなっている。パルスの立
ち上がり、および、立ち下がりのタイミングにおいて、エッジ部分の高い電流密度分布を
反映するので、(B)のようなＭ字状パルスが観測される。この現象は 1969 年に行われた模
型を利用した電位分布調査により明らかになった 48)。現在ではコンピュータにより波形シ
ミュレーションができる。図 C.7 は電流密度分布の不均一さにより、粒子の通過位置によ
る生成されるパルス波形の違いを示している。 
パルスの高さ（容積）
カウント数
 
図 C.7 非軸通路により発生するパルス歪と、波高値検出法におけるヒストグラムへの影響 
 
電気抵抗法ではパルスの高さ（最大値）を計測する。非軸通過によるＭ字パルスは体積
が高めに計測されるため、非軸通過対策がない状態では、ヒストグラム（粒度分布）に影
響する。非軸通過の影響をなくすために、粒子を中心に流す方式の採用や、電圧の波形の
歪をチェックする機能など、必要に応じて対策されている。 
 
(C)「同時通過」 
２個以上の粒子がアパチャを同時に通過した場合には、電気抵抗法では図 C.6(C)のよう
に点線で示した２つのパルスが重なってしまう場合がある。点線で示したパルス同士の間
隔が狭くなってくると、実線で示した１つのパルスとして計測される。この場合、２個を
１個と数えてしまい数え落としが発生する。さらに、パルス同士の間隔が狭くなってくる
と、観測されるパルスの最大値が個々の粒子よりも大きくなり、体積が高めに計測されて
しまう場合がある。同時通過対策がない状態では、ヒストグラム（粒度分布）に影響があ
る。同時通過や非軸通過により体積が高めに計測されてしまうことにより、計測した分布
曲線は“Price-Jones 曲線”、つまりガウス分布になるべきところが、ピーク値の右側の分
布曲線の下降部分が図 C.7 示すとおり膨れた形となる。同時通過（２個以上の粒子を１個
と数えてしまうこと）の問題は、数え落としたパルス数の推定により補正することで解決
される。数え落としの割合は、統計理論により同時通過補正式が作成され、機器固有の補
正が行われる。同時通過の補正率は粒子濃度が濃いほど多くなるが、同じ粒子濃度でも装
置の粒子パルス処理速度が遅ければ補正率も高くなる。同時通過の影響をなくすため、各
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社がそれぞれ特徴のある方法で影響を最小限にしている。例えば、シースフロー方式の採
用により同時通過を本質的になくす方法、同時通過により高めになってしまった分布曲線
の同時通過分布補正をする方法、及び高濃度検体における高希釈倍率の採用法などがある。 
 
(D)「再循環（赤血球舞い戻り）」 
計測した細胞が内部電極室へ吸引されアパチャ付近を通過すると、図 C.6 (D)のような小
さくて緩やかなパルスが観測される。パルスの高さは血小板程度の場合が多い。再循環対
策がない状態では、このパルスが血小板として計数されるため、血小板のカウント数に影
響する。再循環の影響をなくすため、各社がそれぞれ特徴のある方法で影響を最小限にし
ている。例えば、舞い戻りが少なくなるような流れを持った流路と流体制御の採用や、パ
ルス波形解析により再循環パルスを除去する方法などがある。 
 
C.5 裸核化白血球計測による白血球分類 
 白血球成分をカウントするには、白血球の一部が赤血球と同じ大きさであるため、同時
にカウントするとお互いの分布を分離できないことと、白血球計測では干渉物質となる赤
血球は、白血球と比較して４００～１０００倍も多いため、赤血球のみを溶かし白血球を
残す溶血剤で前処置する必要がある。血小板は溶けずに残るが、大きさが異なるので白血
球と血小板の分離は容易である。しかし、その凝集塊が白血球程度の大きさになってしま
った場合には、その凝集塊は白血球としてカウントされてしまうため偽高値となる。また、
赤血球膜が溶けにくい検体を前処理における赤血球膜の溶け残りが白血球程度の大きさと
なった場合にも同様の白血球カウントへの影響がある。赤血球膜が溶けてリシールされた
ものは、赤血球ゴーストまたはデブリスと呼ばれる。 
一方、前処理により白血球の細胞膜は収縮し細胞質が破壊されて核のみとなる。これを
裸核化白血球という。前処理では電気抵抗の大きい細胞膜に穴をあけ、一部の細胞質を放
出し裸核に近い状態とするので、白血球容積分布は白血球の真の大きさを反映するもので
はない。白血球分類機能を持たない血球計数装置に使用される溶血剤では、裸核化白血球
はその種類によらず近似した大きさとなるため、電気抵抗法で裸核化白血球に直流電流を
かけて容積計測すると粒度分布は１～２峰性となる。 
物理化学的方法としてアルカリ溶血を前処理に用いた場合には、好酸球を粒度分布の最
も大きな部分に存在させることができる。また、酸溶血を前処理に用いた場合には、好塩
基球が粒度分布の最も大きな部分に存在させることができる。白血球粒度分布はどちらも
２つの分布となって存在するため、これを利用すると好酸球と好塩基球の分類を行うこと
ができる。どちらの細胞も正常白血球での存在比率が少ないので、２峰性分布として認識
が難しい。ちなみに芽球は酸溶血で好塩基球に似た挙動をとる。 
界面活性剤による前処理を用いた場合の粒度分布は、リンパ球＜非リンパ球の２峰性、
あるいは、図 C.8 (A)に示すようにリンパ球＜中型白血球＜顆粒球の３峰性の分布を得るこ
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とができる。血液塗抹標本観察による白血球の大きさはリンパ球＜好中球＜単球の順番で
あるため、裸核化白血球計測による白血球容積分布は白血球の真の大きさを反映するもの
ではないことがわかる。絶縁体であった有核細胞は、裸核化の過程では非絶縁体となるが、
最終的にはリシールされて絶縁体となる。 
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A: 裸核化に近い状態の白血球の分布（直流法） 
 
 
B: 自然に近い状態の白血球の分布（直流法） 
 
 
C: 自然に近い状態の白血球の分布（交流法） 
図 C.8 電気抵抗法による白血球分布 
 
 
C.6 交流検出による内部構造情報の検出 
直流電流［ＤＣ法］の代わりに交流電流（高周波）を印加して細胞の電導度を計測する[Ａ
Ｃ法]と、細胞の内部情報（細胞質内の残存成分・顆粒・核）を反映した電気パラメータを
得ることができる。前処理で裸核化に近い状態の白血球を直流法で計測した粒度分布図を
図 C.8 (A)に示す。計測細胞がこの状態ではせっかく交流電流を印加しても収縮した白血球
細胞の情報しか得ることができない。前処理で白血球細胞の収縮をできるだけ小さくする
と、より多くの白血球細胞の構造情報を得ることができ、直流電流による粒度分布を図 C.8 
(B)に、血液塗抹標本観察における白血球の大きさと同じリンパ球＜好中球＜単球の順番と
なっていることが分かる。交流電流による粒度分布を図 C.8 (C)に示した。しかし、これだ
けでは２峰性となってしまい粒度分布から白血球分類をすることができない。そのため、
交流電流による細胞の内部情報に加え、直流電流による電気抵抗法を同時に計測し、散布
図（スキャッタグラム）上の得ることができ、白血球分類をすることができる。さらに、
電導度から細胞の体積成分を除くことで細胞分類能力を高めている装置もある。前処理で
裸核化に近い状態の白血球を計測対象とする場合には、直流電流と同時に交流電流、ある
いは、光散乱情報や吸光情報などを同時に検出し２次元以上の解析を行うことにより、分
類精度を高めることができる。 
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付録 D 光学分析法 
光学分析法による計数原理は、ランプ光源やレーザ光源を細く絞り、それと直行する方
向に細胞を一列に通過させるための細い流れの道を作り、血球細胞がその交差点（散乱点）
を通過する際の光を分析することで、細胞の特徴量を得て計数と分類を行う。 
D.1 シースフローシステム 
現在多くの白血球分類測定系で採用されているフローサイトメトリ法では、前処理した
細胞浮遊液をフローセルの中心に送り、同時に細胞浮遊液の流れ（サンプル流）の周囲を
鞘(Sheath)状に包んだ状態でフローセルに送る（シース流）。この流れが層流（laminar flow）
となるように流すことで各々の流線は入れ替わることがない流れとなり、血液細胞の存在
するサンプル流とシース流の相対位置関係は維持される。この状態でインクを中央に垂ら
すと、インクは拡がることなくきれいな線を描いて流れていく。全体の流れの幅を狭くす
るとサンプル流の幅も狭くなる。インクをサンプル流と考えると、その中にある血液細胞
はインクから外に出ることはできないため、サンプル流の流れと垂直方向には血液細胞が
複数個並べない幅までサンプル流を絞る（流体力学的フォーカシング）ことで、血液細胞
が１個１個遊離した形でフローセル内を通過させることができる。これにより細胞個々に
光を照射することができるため、細胞個々の散乱光強度情報や吸光度情報などを検出する
ことができる。シースフロー法を搭載している血球分析装置は、層流内のサンプル流と光
学系（照射系・受光系）の相対位置安定性により図 D.1 上図のように計測安定性が保証さ
れる。サンプル流が太くなると、図 D.1 下図のように細胞がサンプル流の中心から離れた
位置を通過する場合には、照射光量が減るため得られる散乱光が小さくなり検出光量のば
らつきが大きくなる。その場合は結果として、スキャッタグラム上の細胞分布が広がる。 
光軸外れの場合細胞通過位置が広い場合
レーザ
レーザ レーザ
前方から見た図
前方から見た図 側方から見た図
側方からみた図
前方から見た図 側方から見た図  
図 D.1 散乱光強度検出のばらつきの原因 
フローセル内の流速分布は放物線速度分布(Parabolic velocity distribution)となり、
 119
抵抗のある管壁側で遅く、フローセルの中心で最も早くなる。細い円管を通した粘性流体
の流れはハーゲン・ポアジーユの法則 (Hagen-Poiseuille’s law)で示される単位時間当
たりの流量計算式を基本に考えることができる。液体の平均流速は液の粘度νに反比例し
管径の２乗に比例しているため、流れの幅が小さくなれば平均流速は早くなることがわか
る。流速が早くなりすぎると安定した流れを得ることができなくなる。 
流れの安定性をみるための「ものさし」として、円筒内の流れが層流から乱流へ遷移す
る条件を記述するパラメータとしてレイノルズが 1879 年に導入した「レイノルズ数
(Reynolds 数)(Re)」がある。Re が大きいと層流が維持できなくなり、流れの状態は急激に
変化し、大小の渦が入り乱れながら流れていくようになる。この臨界値は、常温の水で約
２３００といわれているが、流れの状態や条件によって変化する。Re は流体の動粘性係数
(ν＝μ／ρ：μは流体の粘度、ρは流体の密度)に反比例する。水の動粘性係数は５℃か
ら３０℃で約１／２に変化するため、Re は約２倍になる。Re は流速と密接な関係があり温
度依存性が高いため、一定の温度条件に血球分析装置を設置することは原理的に望ましい
と言える。各社の血球分析装置はこのような影響を最小限にするための対策を行っており、
安定した検査結果を得ることができる。 
 
D.2 細胞浮遊液の前処理 
フローサイトメトリ法を用いた血球分析装置での細胞分類は、細胞浮遊液の前処理によ
り大きく２つの手法に分けられる。一つは、染色手法などにより細胞の特徴を強調した状
態で検出する方法で、もう一つは、そのままの細胞の構造情報を得る方法である。 
染色手法を用いた場合は、特徴づけした情報がうまく検出できるように光学系を最適化す
ることで加工した細胞情報を得ることになる。一方、染色手法を使用しない場合は、未加
工のままの細胞情報が計測することができるので、鏡検所見と関連した視認性の優れたス
キャッタグラムを得ることができることになる。 
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D.3 光源としての光（波長とレーザ光） 
地球に暮らしている我々で最も親しみやすい光源といえば太陽光である。太陽光のよう
な自然光源は使える時間や場所が限定されるので、必要な時にいつでも利用できる人工光
源（蛍光灯・白熱灯などの照明用光源、ガス応用光源、発光素子）が広く使われている。
自然光源や照明用光源にはたくさんの波長の光が含まれていて、目に見える範囲から見え
ない範囲まである。図 D.2 に示すように光の波長が長くなれば、ミリ波・マイクロ波・電
波の領域と呼び方や利用法が異なるが、すべて同じ電磁波である。また、顕微鏡で使用さ
れる光源（水銀光源、キセノン光源、メタルハライド光源、ハロゲン光源）はスペクトル
が連続している。この光源は、波長や位相が不揃いであり指向性はなく、レンズで光を集
めてもｍｍオーダより小さく絞ることはできない。ランプ光源は染色した細胞に特徴のあ
る波長の吸光度を計測する場合に適している。 
 
水銀光源
キセノン光源
メタルハライド光源
ハロゲン光源
300     400     500     600     700     800     900     1000   1100 (nm)
300     400     500     600     700     800     900     1000   1100 (nm)
300     400     500     600     700     800     900     1000   1100 (nm)
300     400     500     600     700     800     900     1000   1100 (nm)
U  V  BV      G
B
IY
IV       V      B    G   Y         R         IR
O
380   460  510 580 630       780
可視光
10-1    100    101    102    103    104    105    106    107    108 109 
波長 (nm)
波長 (μm)
紫外線 赤外交 ミリ波 ラジオ波
 
 
図 D.2 光源の波長 
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一方、単色性でμｍオーダまで絞れる光源がほしい場合にはレーザ光源を用いる。レー
ザ(LASER)とは「Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation」の頭文
字をとったもので、「放射の誘導放出による光の増幅」という意味である。1916 年にアイン
シュタインがレーザ発振の可能性を指摘し、1960 年に米国のメイマンがルビー結晶を用い
てレーザ発振を成功させ、人類は新しい光源を手に入れた。レーザには、固体レーザ(ルビ
ー、ガラス、ＹＡＧ)、半導体レーザ（ＬＤ）、液体レーザ（色素レーザ）、気体レーザ（He-Ne、
Ar、エキシマ、CO2）などの種類があり、加工・通信・計測・レーザメス・エンターテイメ
ントディスプレイなどの目的で使用されている。加工レーザの主流は大きな出力が得られ
るＣＯ２レーザとＹＡＧレーザだが、計測用レーザの主流はＡｒ、Ｈｅ-Ｎｅ、ＬＤなどで
ある。特に蛍光分析で使用されていた気体レーザは、アルゴン・イオン・レーザ(488nm)で
あったが、現在では急速に半導体レーザ励起の固体レーザに置き換えられてきている。 
レーザ光源は光が強いだけでなく非常に質の良い光であることが大きな特徴であり、図
D.3 に示す通り、(1)単色性、(2)収束性、(3)干渉性、(4)指向性に優れている。 
 
 
レーザ光
(1)単色性 (2)収束性 (3)干渉性 (3)指向性
mm
μm
普通の光
 
図 D.3 レーザと従来の光源との違い 
 
 
このことから、従来の光でできなかったことや、できても精度が悪かったものを非常に
高精度に測定するなどの利点がある。レーザ光源を搭載した血球分析装置では、レーザ光
の単色性と収束性の特徴から単一波長の小さいスポットを使用することができる。また、
レーザ光源を使用すると波長と位相が揃っていることから、光の波としての性質（干渉性）
を最大限使用することができるため、レーザ光は散乱理論に基づいた粒子の特徴量解析や、
蛍光分析などで特定の励起波長が必要な場合の光源として適している。 
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D.4 散乱現象 51) 
物体に光が当たると少し離れた地点で眺めている人の所へは、反射光・屈折光（透過光）・
回折光が一緒になってやってくる。透過光には多重屈折によるものも含まれている。この
光をひとまとめにして「散乱光」と呼んでいる（図 D.4）。散乱光は波長変化を伴わない共
鳴散乱が主なものであるが、波長変化を伴うものとしては「蛍光」「ラマン散乱」などがあ
る。散乱現象は次のように考える。 
(1) 粒子に光を当てると粒子の中の電子郡は入射光の電場で揺すられる。 
(2) 粒子に入射した光のエネルギーが消失して光を発する 
(3) その粒子を光源と見て考える。 
十分大きな粒子の散乱現象では、図 D.5 に示す通り屈折・反射を受ける部分として「幾
何学的散乱光」と「回折による散乱光」の和になると考えることができる 52)。 
 
 
入射光
入射光
回折
反射
透過
反射
散乱体
最小振れ角
(138°赤)
赤
紫  
図 D.4 散乱現象 
 
 
(A)幾何光学的散乱光 （屈折・反射をうける部分） (B)回折による散乱光
十分遠方での強度  
図 D.5 レーザと従来の光源との違い 
 123
D.5 散乱光の強度分布 51) 
散乱光の強度分布は球形粒子の光散乱理論で大きい粒子から小さい粒子までの散乱光強
度と散乱方向を導くことができる。光を粒子に当てた時、散乱光はいろいろな方向に向け
て飛び出していくが、大きい粒子の散乱光は前方に集中し、小さい粒子の散乱光は四方八
方に散らばる。散乱光の強度分布について簡単にまとめると、次のようになる。 
・大きい粒子と小さい粒子では散乱の様子が異なる。 
・小さい粒子の散乱光は四方八方に散らばり強度は粒径の６乗に比例する。 
・小さい粒子の散乱光は、入射光の振動方向で角度分布が異なる。 
・大きい粒子の散乱光は前方に集中し強度は粒径の２乗に比例する。 
・両者の中間領域では屈折率の影響を受け複雑な散乱パターンをとる。 
・粒子が凹凸により、散乱による偏光現象が打ち消される。 
・入射する光の偏光方向によって角度分布が異なる。 
・粒子の大きさは、粒径パラメータ（α）で区別できる。 
散乱光強度分布を理解するために、大きい粒子と小さい粒子を区別するための便利な「も
のさし」があり、「粒径パラメータ（α）」と呼んでいる。直径ｄの球形粒子に波長λの光
を入射した場合の粒径パラメータαは、 
λ
πα d⋅=  
となり、αが同じなら散乱光の角度分布は相似形となる。 
散乱光強度は「波長」「粒径」「屈折率」「入射方向と出射方向の角度」の関数となり、「入
射光の振動方向」によって散乱光強度分布の角度分布が異なるため、散乱光強度分布の違
いにより粒径パラメータαを使って、３つの領域に分けて考えることができる。 
・粒径パラメータαが０．３未満 ：小さい粒子（レイリー散乱領域） 
・粒径パラメータαが０．３から５：中くらいの粒子（ミー散乱領域） 
・粒径パラメータαが５を超える ：大きい粒子（フラウンホーファ回折領域） 
この理論は、等方性均質球形粒子による光散乱は、Maxwell の電磁方程式の電磁波散乱の
完全解として、1908 年 Gustav Mie により計算され、Ｍｉｅの散乱理論と呼ばれている。 
( )
λ
π
λ
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【小さい粒子】53) 
Ｍｉｅ理論を小さい粒子に限定して近似すると、レイリー(Rayleigh)の散乱理論領域が
適用できる領域になり、散乱光の強度は粒径の６乗に比例し、入射光の波長の４乗に反比
例する。空が青いことがこの散乱により説明できるのは、とても有名である。入射する光
の波長が長い光ほど透過し易くなり、波長の短い光は後方へ散乱される。大気中の分子に
より得られる散乱光は、長波長（赤・黄）の光に比べて短波長（青・紫）の散乱が強いの
で、青い光が空いっぱいに飛び散ってから私たちのところに届いている。例えば波長 488nm
の青い光は，633nm の赤い光より約 16 倍強く散乱されることになる。 
レイリー(Rayleigh)の散乱理論によれば、Ｎ個の粒子に強さＩin の偏光されていない自
然光の入射があった時、粒径ｄの粒子から距離Ｒのところで計測される散乱光強度 Iは、 
( inout ImmRdNI θλπ 2
2
2
2
42
64
cos1
2
1
8
−+
−= )       
向の角度光の入射方向と出射方
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:
:
:
θ
R
m
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:
:
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粒径
照射光の波長
:
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d
λ
で表すことができる。 
大きな色付の物体に光が当たるとその色の光を反射して、物体が本来の持っている色が見
える。物体が小さくなり粒子となると反射は無くなり、散乱が起きるため、物体が本来持
っている色は見えなくなる。粒子が波長より小さいときは前述した通りレイリー散乱とな
るが、波長と同じ程度の大きさではミー散乱となる。大気中に直径０．１μｍの水滴が存
在した場合はミー散乱となる。従って、水滴は入射光とほぼ同じ色に見えることになるた
め、雲は太陽光とほぼ同じように白く見える。  
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【大きい粒子】 
Ｍｉｅ理論を大きい粒子に限定して近似すると、フラウンホーファ(Fraunhofer)の回折理
論が適用できる領域になり、散乱光の強度は粒径の２乗に比例する。He-Ne レーザ(633nm)
を照射した場合、１μｍよりも大きな粒子は、粒径パラメータαが５を越えるため、近前
方散乱はこの回折理論で説明することができる。粒子に平行光を当てると焦点に立てたス
クリーンには図 D.6 のような回折像ができる。この回折像の円盤の大きさは粒子径によっ
て変化し、粒子径が小さいと大きくなり、粒子径が大きいと小さくなる。粒子の替わりに
同じ大きさの円形の穴を配置した場合にも、像は同じものとなる。この像の中心から最初
の暗い円盤までの距離を計測すると、粒子径が計測できる。この中心の円盤のことを、最
初に研究した G.B.Airy(1891-1892)の名前から、エアリーの円盤(Airy disk)と呼ぶ。粒径パ
ラメータとしてのαが３００を超えるような光散乱がすべてフラウンホーファ回折の範囲
にあれば、前方の狭い領域に全散乱光の約８５％の光が入ることになる。 
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図 D.6 回折パターンによる粒径測定の原理 
 
波長λのレーザを用い、焦点距離ｆのレンズのフーリエ変換面（半径方向の座標ｒ）に
生ずる回折像を観察した場合、粒子直径ｄと回折によりファーフィールドに生ずるパター
ンの強度分布Ｉ(r)は、次の式で与えられる 54)。 
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Ｊ１は第 1 種１次のベッセル関数で、ｂ＝ｒｄ／λｆとするとｂ＝1.220, 1.635, 2.333 ･･･
でＩがゼロになることが知られているため、粒径ｄは黒円盤の半径ｒに比例することを利
用して求めることができる。レンズの焦点面における粒子からの散乱光強度は、粒子の径
（ｄ）・入射光の波長（λ）・散乱光の集光角度の関数（θ）となるため、この方法では粒
子が広い測定範囲（光の照射範囲）のどこにあっても回折パターン（エアリーの回折像）
の位置は変わらないが、同時に複数の粒子を含む場合には統計的処理が必要になる。 
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【中くらいの粒子】55)56) 
ミー散乱では屈折率の影響を受け複雑な散乱パターンをとる。粒径パラメータに応じた
散乱光の角度分布を理解するために図 D.7 の右図に示した散乱光強度分布図を使うと便利
である。散乱光強度の角度分布は振動方向を２つに分けて考える必要があるため、強度分
布図はＩ１とＩ２の２つに分けて表記する。 
E
M
直線偏光ビーム
入射波
粒子
電界振動面
磁界振動面
θ
θ
α=1.0
I1
I2
 
図 D.7 散乱光強度分布 
 
図 D.7 は電界が常に紙面と平行に振動している直線偏光の光源からの入射光を粒子に照
射した場合の散乱光強度分布を、Ｉ１とＩ２の観測面ごとに分けて示している。光は電磁波
なので電場と磁場の振動方向はどちらも進行方向と直角の面内にあって互いに直行する。
電界の振動方向に垂直な面（磁界の振動方向に平行な面）を観測面とした場合の散乱光強
度（Ｉ１）と電界の振動方向に並行な面を観測面とした場合の散乱光強度（Ｉ２）を示した。
θは光の入射方向と出射方向の角度で、角度に応じた散乱光強度が偏光方向ごとに表記す
ることができる。この図表記を使ってミー散乱を含めた散乱光強度の角度分布を比較して
みることにする。ミー領域でのαの違いによる散乱光強度角度分布の比較を 図 D.8に示し
た 51)53)55)。 
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0.1 1.0 5.0
α:粒径パラメータ
 
●αが０．３よりも小さい場合には単調な分布となる。（レイリー領域） 
●αが０．３－２では全体として前方散乱量が後方に比較して大きくなり、前後の対称性がくずれはじめるが、角度分
布の単調性はそれほど失われない。図は粒子による光の吸収がない場合のイメージで、吸収が大きい場合には後方散乱
量が前方散乱量よりも大きくなることがある。 
●αが２－５では前後の非対称性が著しくなり、角度分布の単調性が失われ、散乱量が強い角度と弱い角度が振動的に
現れるようになる。 
●αが５より大きいと角度成分の不規則的振動が著しくなるとともに、後方散乱が再び増大する。全散乱量は粒径の２
乗にほぼ比例するようになる。そして散乱光量の極大（極小）の現れる数はαの値にほぼ等しい。 
●αが３００より大きいと回折と反射が支配的になり前方の狭い角度の中に８割以上の散乱光が含まれるようになる。 
図 D.8 粒径と散乱光強度角度分布 
 
図 D.8 に示す粒径と粒径パラメータの関係（真空中）、及び 表 D.1 に示すαの違いによ
る散乱光強度角度分布を比較することで、(1)血球の大きさ、(2)核形状や核構造の複雑さ、
(3)血球に含まれる粒子成分について考えてみよう。 
血球細胞は１から２０μｍ程度の大きさであり、粒径パラメータαが５を超える領域で
あるため、前方小角散乱光は細胞の大きさ情報となる。また、血球細胞の核形状や構造の
複雑さの情報は、前方の大角散乱光で得ることができる。粒子径が０．２μｍ以下になる
と粒径パラメータαが１程度となることから、血球細胞質内の顆粒や微粒子が増えてくる
と側方散乱光が増大するため、側方散乱光は血球細胞の顆粒情報となることがわかる。 
 
表 D.1 真空中の粒径パラメータ 
LASER   wavelength 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10 20
Ar 488 nm 0.6 1.3 3.2 6.4 13 32 64 129
He-Ne 633 nm 0.5 1.0 2.5 5.0 10 25 50 99
LD 780 nm 0.4 0.8 2.0 4.0 8 20 40 81
particle diameter ( um )
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これまでは粒子１個の散乱光について考えてきたが、図 D.9に示すように血液細胞には様々
な大きさの粒子がひとつの“袋”に入っている。フローセルでは、“袋”に入った全ての粒
子に同時に光が照射されるので、得られる情報は“袋”の中にあるすべてをまとめた粒子
情報として、散乱光が発生する。さらに粒子形状は球形ではないため、計測細胞ごとに最
適な散乱光の集光角度が存在する 57)。 
 
図 D.9 散乱光強度分布 
 
フローサイトメトリ法を用いた白血球分類の試みは 1970 年頃に開発された“Model 6300 
Cytograf ”(Biophsics 社) により実現された。そこでのヒト末梢血白血球には、前処理と
して benzidine dihydrochloride を用いた染色が行われた。当時の検出器は、吸光度と前
方散乱光の２つの情報からスキャッタグラムを作成していた 58)。1970 年代から 1980 年代の
始めにかけて、光散乱による細胞分類の応用例が数多く報告され 59)-61)、前方散乱光が細胞
の大きさに関連しており、側方散乱光は反射率・屈折率・核の形態などに依存しているこ
とが次第に明らかになった。62)-63)。血球分析装置は、染色法による前処理法に始まり、現
在では無染色法による装置が開発され、血球細胞そのままの状態の細胞情報を計測するこ
とができるようになった。無染色法では計測細胞ごとに最適な散乱光の集光角度が存在す
る。図 D.10は集光角度を最適化した本研究による光学系を搭載した血球分析装置（日本光
電工業社製 Celltac Ｆ、Ｅ）の光学分析例である。57)64) 
 
図 D.10 Celltac E と F の光学系 
 129
D.6 蛍光強度分析 
 蛍光とは物質中の電子が種々の刺激により基底状態から励起状態に遷移し、ふたたび基
底状態に戻るときに光を放出する現象やその際に放出される光（ルミネッセンス）の一種
で、放出される光の減衰時間が短い光のことで、その寿命は１ｎｓ（ナノ秒：10-9秒）から
１ｍｓ程度である。寿命が肉眼で明瞭にわかるように長いものはりん光と言い、長いもの
では１日におよぶものもある。目立ったルミネッセンスを示す物質を蛍光体（蛍光色素分
子）という。蛍光色素分子に光が照射されると、分子はそのエネルギーを吸収しエネルギ
ー準位の高い状態に遷移するが、内部転換プロセスにより少し低い安定したエネルギー準
位に遷移した後、光を放出する。放出される光のエネルギーは内部転換プロセスで失われ
た分だけ小さくなるため、その結果として光の振動数は小さくなる。つまり、蛍光の波長
は照射した光の波長より長くなる。 
 蛍光強度分析は、蛍光顕微鏡を用いた定性的な分析法とフローサイトメータを用いた定
量的分析法がある。フローサイトメータで最も多く使用されているアルゴン・イオン・レ
ーザの波長は４８８ｎｍであり、この波長で励起される色素が最も多く用いられている。
蛍光色素の種類は、①核酸に結合して励起される蛍光色素(DNA/RNA 標識)と、②造血器細胞
表面抗原解析で使用される抗体プローブに結合させる蛍光色素（抗体標識）に代表される。 
 
①ＤＮＡ／ＲＮＡ標識 
PI(propidium iodide), EB(ethidium bromide)は核酸の二重構造に結合し、ＤＮＡ定量
や死細胞除去の目的で使用される。AO(acridine orange), TO(thiazole orange), 
TOTO(TOx2), YOYO-1(oxanole yellow x 2)は核酸に結合し、ＤＮＡやＲＮＡ定量の目的で
使用される。7-AAD(7-aminoactionmycin D)は、G-C 配列に特異的で生細胞比率を求める時
に使用される。65)-66) 
 
②抗体標識 
造血器細胞表面抗原解析でもっともよく使用される蛍光色素は、FITC(fluorescein 
isothiocyanate)、PE(phycoerythrin)である。励起波長４８８ｎｍに対して、最大蛍光波
長は FITC(530nm)、PE(575nm)である。この２つを用いて２重染色が可能となり、２カラー
解析ができる。アルゴン・イオン・レーザで３重染色をする場合には、PerCP(peridinin 
cholorophyll protein)、Cy(CyChrome)などが使用される。最大蛍光波長は PerCP(680nm)、
Cy(670nm)である。４重染色をする場合には、タンデム色素(tandem fluorescence dyes)が
利用される。PC5(PE-Cy5)は 670nm に最大蛍光波長を持つタンデム色素である。タンデム色
素は励起された状態のドナー分子(PE)の蛍光エネルギーがドナー分子の蛍光エネルギーの
発光を伴わずに、アクセプタ分子(Cy5)に移動する現象を利用した色素である 67)。この現象
は蛍光エネルギー移動(FRET; Fluorescence resonance energy transfer)という。
PC5(PE-Cy5)に 488nm の励起光が照射されると、PE(575nm)の蛍光エネルギーを Cy5 に伝え
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ることで、670nm の蛍光が得られる。同様の色素に ECD(PE-Texas Red)・PC7(PE-Cy7)・
PC5.5(PerCP-Cy5.5)があり、最大蛍光波長が ECD(615nm)・PC7(767nm)・PC5.5(695nm)を持
つ蛍光が得られる。この色素を組み合わせて、例えば FITC、PE、ECD、PC5 を使用すれば４
重染色による４カラー解析ができる。図 D.11に代表的な蛍光色素の励起波長スペクトルと
蛍光波長スペクトルを示した 65)66)68)。 
 
FITC
PE
PE-Texas Red
PE-Cy5
PE-Cy7
Excitation
Spectra
Bandpass
Filter
488 nm Argon
400          500          600          700          800  (nm)  
図 D.11 蛍光色素の励起波長スペクトルと蛍光波長スペクトル 
 
蛍光顕微鏡で使用している光源は水銀ランプであり、フローサイトメータの光源はレー
ザ光である。蛍光色素に照射できる光の量がレーザ光の方が大きいため、フローサイトメ
ータでの蛍光反応の検出感度は蛍光顕微鏡と比較して数十倍高い。従って、蛍光強度分析
においては、蛍光顕微鏡よりもフローサイトメータを利用した方が感度の点で有利である。 
蛍光は散乱光に比べるととても弱い光ため、検出器には光電子増倍管が使用され、蛍光
強度検出には「パルス波高値検出方式」よりも粒子がレーザ光を通過した時の総蛍光量を
反映する「パルス積分方式」が適している。パルス積分方式はパルス波高値検出方式より
も感度や直線性が良いからである。また、光の検出範囲が広い場合が多いため、計測軸は
対数軸が選択できるようになっている必要がある 68)。 
 
D.7 フローサイトメータ 
フローサイトメータの出発点は細胞生物学・細胞免疫学、癌の細胞診断学の研究である。
癌の細胞診断は客観性の確立と省力化が必要とされ、細胞の大きさや形態・細胞内物質の
含有量などを知り、ＤＮＡ量や細胞周期を正確で迅速に計測するテクノロジーが熱望され
ていた。顕微鏡による観察はとても有用であるが、分析する細胞数が少ないため、微量に
 131
存在する異常細胞について統計的に十分な数を分析することは困難である。“フローサイト
メトリ”は人類が顕微鏡観察の自動化を目指して発展してきた技術であるといえる。 
従来の細胞学的研究手段は形態学と生化学が個別に行われていた。形態学的観察は定量
性に欠け、生化学は定量的であるが細胞群全体としての情報しか得ることができない。こ
の問題点を解決する目的で、1940 年代の前半に Caspersson により顕微分光法が考案された
69)が、観測細胞数が少ないことが問題となっていた。1965 年に Kamentsky らが
spectrophotometer70)として蛍光顕微鏡のスライドグラス部分に設置した流路に染色した
細胞を流し、細胞からの蛍光信号を光電子増倍管で受けてオシロスコープにより２次元表
示する装置を作った。Dittrich, Göhde (Münster University)らは 1965～1968 年の４年間
に、落射式蛍光顕微鏡を用いてフローサイトメータの実験で堅実な成績を得ていた 71)。1970
年には米国政府が国立予防衛生研究所(NIH)を通じて、放射能の人体への影響を検出するた
めに研究投資が行われ急速に発展した。染色体の研究を目的としていたため、ＤＮＡ量や
細胞周期の高速解析と細胞分集が目的であった。フローサイトメトリは 1970 年に細胞容積
検出技術が確立した。１９７１年に急速発展期を迎え、ほとんどの実験アイディアが出尽
くしたと言われる。１９７４年に初めての２カラーの蛍光解析が行われ、１９７８年に現
在とほぼ同じ計測系となった。表 D.2 にフローサイトメトリの始まりについて示した 72)。
1978～1980 年の期間、現在のフローサイトメータは名称が混乱し、ICP(Impulse 
cytophotometory),FMF(Flow microfluorometory),FCM(Flowcytometory)と呼ばれた。 
 
表 D.2 フローサイトメトリのはじまり 
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フローサイトメ－タは、励起光源の多波長化やマルチカラー化が盛んであり、自動コン
ペンセイション機能が向上した。装置の測定パラメータに大きな変化はないが、ルーチン
検査で使用が多くなるに伴い、標準化や精度管理などが重要視されてきている。今後は、
細胞数の絶対数カウントなど、定性分析の装置から定量分析の装置への要求が高まってい
る。また、よく使用する検査については、試薬とソフトのキット化により簡単な操作で検
査できるようになってきた。フローサイトメータは、研究者の使う道具から、臨床検査な
どのルーチンで使用する装置に変化した。 
このように、蛍光顕微鏡の検出感度向上を伴う自動化を目指した“フローサイトメトリ
システム”は“フローサイトメータ”という標準的な計測装置となった。フローサイトメ
トリシステムには、もうひとつの流れがある。それは、染色した血液塗抹標本の細胞形態
観察の自動化を目指した“血球分析装置”である。“血球分析装置”は前処理システムと計
測光学系が各社異なっており、統一した前処理手順と計測系は存在しない。“血球分析装置”
では計測光学系と電気抵抗法による検出部が共存した計測系も存在する。一方、現在市販
されている“フローサイトメ－タ”は、測定原理はほとんど同じで基本的な構造が大きく
異なることはない。検出器は、前方散乱光（ＦＳ）と側方散乱光（ＳＳ）の２チャンネル
と、蛍光測定用検出器（現在は４カラーが一般的）である。照射するレーザの波長と受光
する蛍光波長との組み合わせにより蛍光検出器が増える。フローサイトメータの散乱光取
得角度（特に集光角度の小さい前方散乱光）や蛍光測定の光学系やフィルタ特性の若干の
違いにより、データ解釈が微妙に異なる場合がある。 
２００５年に従来の前方散乱光（ＦＳ）の代わりにインピーダンス法により得られる容
積情報（ＤＣ）を使用したフローサイトメータが発売された。“フローサイトメータ”の測
定パラメータの多様化の提案であったが、白血球分類機能を搭載した血球分析装置におい
ては、すでに多様化した測定パラメータの検出器が搭載されているため、この計測系に似
た装置は複数存在する。“血球分析装置”においては、多種多様の測定系がひしめいており、
これらはいわば“専用”の計測器といえる。“フローサイトメータ”は“汎用”の計測器で
ある。“汎用”計測器の計測結果は、トレーサビリティを考慮した統一性が大切である。最
新の“血球分析装置”には、“汎用”フローサイトメータの計測機能を盛り込んだものを製
品化しようという方向性がある。 
“フローサイトメータ”と“自動血球分析装置”の２つのフローサイトメトリシステム
における“汎用”と“専用”の境界線が不明確となり、両者から得られる計測結果はパラ
メータが同じでも原理はほとんど異なっている、このことは、電気抵抗法による裸核化白
血球３分類では原理はほとんど同じであり機種間差はあまりないこととは対照的である。 
図 D.12は“フローサイトメータ”と血球分析装置の検出測定系のイメージである、フロ
ーサイトメータでは、レーザ光源(LASER)、前方散乱光検出器(FS)、側方散乱光検出器(SS)、
蛍光検出器(FL1,FL2,FL3,FL4)から構成される。自動血球分析装置は、前方に小角度散乱
光検出器(FSs)に加え、大角度散乱光検出器(FLs)や吸光度検出器(ABS)などが配置される。
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側方には偏光解析用の検出器(SSpol, SSdep)などが配置される場合もある。光源はレーザの
他にランプ光源が使用される場合がある。図 D.13はスキャッタグラムのイメージ図である。
細胞の前処理によりスキャッタグラムが異なることを示した。使用している計測パラメー
タの表記は、図 D.12に合わせて記述した。 
 
図 D.12 フローサイトメータと血球分析装置の構成 
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 図 D.13 フローサイトメータと自動血球分析装置のスキャッタグラムのイメージ 
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